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中 国 産 ガ マ(墓)の 耳 下 腺 分 泌 物 を 乾 燥 固 化 し た 漢 薬 セ ン ソ(蜷 爵,CぬnSu)は ジギ タ リス
と 共 に 古 くか ら強 心 利 尿 薬 と し て 用 い られ て い る。 そ の 一 成 分 で あ るbufot。xinはWieland
ら1～3)によ り は じめ て 単 離 さ れ,bufadienolideeCコル ク 酸 が 半 エ ス テ ル と し て つ な が り,さ
ら にarginineが酸 ア ミ ド結 合 した 構 造 で あ る こ と が 知 られ て い た 。 コル ク酸 の 結 合 位 置 は ク ロ
ム 酸 酸 化 の 知 見 よ り14β 水 酸 基 で あ り,し た が っ てbufotoxinはbufotalinの14-sube-
roylarginineester(vulgarobufotoxinとよ ぶ)⊂1)と考 え られ た8'5)し か し,最 近 釜 野
ら6)によ る セ ン ソか ら のbufadienolide3-hemisロberateの単 離,Linde-Tempe17)に
よ る ブ ラ ジル 産 ガ マ か ら得 たmarinobufotoxin〔3}の酵 素 水 解 に 関 す る 知 見 お よ び釜 野 ら に よ る
合 成 証 明s'9)な ど に よ り 結 合 位 置 は3位 と 訂 正 さ れ,3-suberoylarginineester(2)であ る







































一 方 ,従 来 植 物 界 か ら しか 得 られ て い な か っ たcardenolideが,最 近Hもrigerら10-v12)によ
り は じ め て セ ン ソ 中 に も 見 い 出 さ れ た 。 こ れ らcardenolideは植 物 界 に 存 在 す るperiploge-
nin{4),sarmentogeninC5},digit。xigenin(6a)の他14β,15β 一epoxy-〈 β〉-
anhydrodigitoxigenin(7a)など で あ る 。 ま た,植 物 界 に 見 い 出 さ れ るcardenolideは配
糖 体で あ るの に対 し,セ ン ソ 中 に はdigitoxigenin,14β,15β 一epoxy-一〈 β〉-anhydro-
digitoxigeninが3-hemisuberate(6b,7b)と し て も確 認 さ れ て お り,生 合 成 的 に み て
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これ ら の 事 実 か ら ,著 者 は い ま だ 十 分 な 検 討 が 行 な わ れ て い な い 日 本 産 ガ マ 外 皮 成 分 の 検 索 を
試 み,脂 肪 酸 部 が 従 来 か ら 知 られ て い る 炭 素 数8個 の コ ル ク 酸 で は な く 炭 素 数4 ,6,7個 の コハ
ク 酸,ア ジ ピ ン酸,ピ メ リ ン酸 に 置 き 換 っ た 新 型bufotoxlnを単 離 し た 。ま た ,こ れ ら 脂 肪 酸 一
arginine抱合 体 に 加 え,強 心 性 ス テ ロ イ ドと して は 新 規 な 抱 合 形 で あ るbufogenin3-su1-
fate4種 お よ びcardenolideの脂 肪 酸 一arginine抱 合 体(cardenobufotoxinと命 名)2種
の 存 在 を 初 め て 朋 らか に す る こ と が で き た 。
つ い で 強 心 性 ス テ ロ イ ドの ア ミ ノ 酸 ,ペ プ チ ド結 合 体 の 構 造 一 活 性 相 関,両 生 類 の 皮 膚,毒 腺
に み られ る 生 理 活 性 ペ プ チ ドと の 関 係 を 明 らか に す べ くdigitoxigenin3-suberoyLamino
acidesterおよ びpeptideesterな ら び にresibufogenin3-suberoylarginineester
の 合 成 を 試 み た 。
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第1章 日本産 ガマ外 皮 の強 心 成 分
第1節 序
ガマ(墓)す なわち ヒキガエルは両生 類 ・無尾 目 ・ヒキガエル科に属 し地 球上に広 く生息 して
い る。 ガマ毒は ヒキガエル の耳下腺お よび皮腺の分泌物で 古 くか ら医薬 に供され,東 洋 における
漢薬 セ ンソが有名 である。 ガマ毒の主 な成 分は 化学構造が明らかに され ている限 りにおいて,水

























基 と して はserotonin{8)のほ か,bufotenine【9},bufotenidine(IO),bufothionine
(11),dehydrobufotenine〔12,など が 知 られ 生 理 作 用 の 点 で 興 味 深 い(Chart3)。 ガ マ 毒 に
は こ の ほ か ス テ ロ イ ド成 分 と してChOleSterOl,ergOSterOI,CampeStero1,iO-sitoster
rolな ど,ま た 塩 基 成 分 と してadrenallneも 含 ま れ て い る。
さ て 強 心 性 ス テ ロ イ ドは17位 に 不 飽 和 の δ一 ラ ク ト ン(α 一pyrone環)を もつbufadienolide
で あ り,suberoylarginine抱合 体(bufotoxin)と遊 離 のgenin(bufogenin)に大 別 され る 。
因ic,bufadienolideはガ マ 毒 以 外 に カ イ ソ ウ(海 葱) ,タ マ ツル ソ ウ,ク リスマ ス ロー ズ な ど の 植 物 中
に も 含 まれ,そ れ ら は 配 糖 体 と し て 存 在 す る 。Bufogeninに 関 し て は 占 くか ら数 多 く の 研 究 が
な さ れ.す で に 約20種 が セ ン ソ あ る い は ガ マ よ り 得 られ て い る(Chart4)。 また,最 近 釜 野 らe}
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Hδ,ig。,ら11)1こよ りb。f。geni。(b。f。li。,,。1。、in。b。f。gi。,9、m。b。f。、。li。,b。fr
talin,arenobufagin,resibufogenin,cinobvfagin,cinobufotalin)3-hemisllberate
が セ ン ソ中 に 見 い 出 さ れ て い る。 さ ら にHδrige,ら10-vl2)は従 来 配 糖 体 と して 植 物 界 に しか 見
い 出 さ れ て い な か っ たcardenolideをセ ン ソ か らgeninお よ び3-hemisuberateと し て 単 離
し た(Chart2)。
しか し な が らbufotoxin;Cつい て は そ れ が 水 溶 性 で 取 扱 い 上 困 難 を 伴 う こ と か ら 未 詳 の 点 が
少 な か らず 残 され て お り,純 粋 に 得 られ て い る のはvuEgarobufotoxin(bufotalitoxin)(2}と
marinobufotoxin(3)のみ で あ る 。 著 者 は こ の よ う な 観 点 か ら今 回 日本 産 ガ マ 外 皮 成 分 の 検 索
に 着 手 し た。
第2節Resibufogenin3-succinoylarginineesterお よ びbufalin
3-suceinoylarginineesterの 単 離
東 北 地 方 で 産 卵 期 に 捕 捉 し た 日本 産 ガ マ(Baf・vulgarisf・rm・susBou置enger)1.800
匹 を ドラ イ ア イ ス ー ア セ ト ン で 凍 結 処 理 後,た だ ち に 外 皮 を 剥 離 し,エ タ ノ ー ル で 抽 出 し た 。 抽
出 液 を 濾 過 し,減 圧 濃 縮 後 工 一 テ ル ー 水 で 分 配 し た の ち,さ ら に そ の 水 層 を 酢 酸 エ チル ー 水 で 分


















た と こ ろresibufogenin(25),cinobufagin(26b),bufalin(13),gamabufotalin
(17),arenobufagin(22)が 得 ら れ,そ れ ぞ れ 標 品 と の 比 較 に よ り同 定 さ れ た 。
つ ぎ にbufotoxinの分 離 精 製 はChart6に 示 す 順 にお こ な った 。す な わ ちGhart5に お け る
水 溶 性 画 分 を 水 で 稀 釈 後AmberliteXAD-2樹 脂 を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーに 付 し,
水 洗 後bufotoxin画 分 を70%,80%,go%つ い で 無 水 メ タ ノ ー ル を 用 い て 順 次 溶 出 した 。
go%メ タ ノ ー ル 溶 出 画 分 を 減 圧 濃 縮 後,残 査 を シ リ カ ゲ ル 吸 着 クPマ トグ ラ フ ィ ー に 付 し,展
開 溶 媒 は は じめ 酢 酸 エ チル,つ い で 酢 酸 エ チル ー メ タ ノ ー ル を 用 い 段 階 的 に メ タ ノ ー ル の 割 合 を 増



















ル ー 水(80二20:2.5)を 溶 媒 系 と す る シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロマ トグ ラ フ ィー に 付 し た 。 薄 層 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィー(以 下TLCと 略)に お け る 挙 動 な ら び に 濃 硫 酸 に よ る 呈 色 を 指 標 と し て 分 画 しFl画分
を 得 た 。 これ を く り 返 し シ リ カ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ 一ー,さ ら に メ タ ノー ル を用 い るSepha-
dexLH-20の ゲ ル 濾 過 で 分 離 精 製 し,bufotoxinI(mp210.5-212。)を 無 色 柱 状 晶 と
し て 得 た 。 一 方,80%メ タ ノ ー ル 溶 出 画 分 を シ リカ ゲ ル 吸 着 お よ び 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に
付 し てF,画 分 を 得,ゲ ル 濾 過 で 同 様 に 精 製 しbufotoxin皿(mp240-2410)を 無 色 針 状 晶
一6一
と し て 得 た 。
Bufot。xinIは核 磁 気 共 鳴(以 下NMRと 略)ス ペ ク トル(Fig.1)に お い てo.78,1.01
ppmに そ れ ぞ れ18一 お よ び19-GH3に 基 づ く 吸 収,3.56ppmに1H分 ほ ぽsingletにepo-
xide付 け 根 の プ ロ ト ンの 吸 収 が み られ る 。 ま た,5,03ppmにIH分 エ ス テ ル の 付 け 根 の プ ロ ト
ン,6.20ppmlC1=9Hzのdoubletと して1H分,7.4Gppmに1H分,7,83ppmに.i「=9,





る 。 さ らに,2.58ppmに は4H分singleteζ 脂 肪 酸 の メ チ レ ン プ ロ トン と 思 わ れ る 吸 収 が み ら
れ る 。 以 上 の デ ー タ か らgeninはresibufogeninと推 定 され た が,脂 肪 酸 部 はsingletに4H
分 しか み られ ず,し か も コル ク 酸 の 場 合 よ り 低 磁 場 に シ フ ト し て い る こ とか ら コハ ノ 酸 が 推 測 さ
れ た 。 そ こ でgeninお よ び 脂 肪 酸 の 確 認 を 目 的 と してbufotoxinIを 酵 素 水 解 に 付 し た(
Chart7)。 酵 素 源 に はhogPancfeaslipase(SigmaChemicalCo.,St.Louis)を 用
一7一
い た が,本 品 はamylase,peptidaseをも 含 有 して い る 。13%メ タ ノ ー ル 中 ,37。 で8hrイ
ンキ ュ ベ ー シ ョ ン後 生 成 物 をpreparativeTLCで 精 製 しmp163-165 .5。の 無 色 柱 状 晶
(32)を 得 た 。 本 化 合 物 はresibufogenin(25)に ピ リ ジ ン 中 無 水 コ ハ ク 酸 を 作 用 さ せ て 製
し たresibロfogenin3-hemisuccinate(32)と完 全 に 一 致 した 。 さ らに ジ ア ゾ メ タ ン で 処




























よ びTLCの 比 較1ζよ り 確 認 した 。 以 上 の 知 見 か らbufotoxinlのgeninはresibufogenin
で あ り,脂 肪 酸 部 は 従 来 か ら知 ら れ て い る コル ク 酸 で は な く コ ハ ク 酸 で あ る こ と が 判 明 し た
(Chart7)。 また,bufotoxinIは 坂 口 反 応 陽 性,ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 牲 を 示 し ,6N塩 酸
に よ る 加 水 分 解 に よ り 遊 離 し たarginineが2次 元TLCiこ よ り 確 認 さ れ た 。 さ ら にbufotoxin
Iを メ タ ノ ー ル 中acetylacetone-KHCOsで 処 理 し てpyrimidine誘 導 体 に 閉 環 さ せ ,ジ ア
ゾ メ タ ンを 作 用 さ せ てmethylester(35)に 誘 導 し た 。(35)のNMRス ペ ク トル は2 .26PPm
に6H分,620PPmに1H分 そ れ ぞ れsingletにpyrimidine環 上 の2個 の メ チル プ ロ トン と プ
ロ トンに 基 づ く吸収 を 示 し ,arginineがα一 ア ミ ノ 基 で 脂 肪 酸 と 酸 ア ミ ド結 合 し て い る こ と が 確 認
さ れ た 。 以 上 分 解 的 に 構 造 証 明 を 試 み,bufotoxin1はresibロfogenin3-succinoylargi一
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一 方 ,bufotoxin皿 はNMRス ペ ク トル の 解 析 か らgeninはbufalin,構 成 脂 肪 酸 は コハ ク酸
と 推 定 さ れ た 。 そ こ で 構 造 確 認 の た め さ き と 同 様 酵 素 水 解 後 ジ ア ゾメ タ ンで メチ ル化 し,mp165-
166。の 無 色 針 状 晶(37)を 得 た 。(37)は 皿ass(以 下MSと 略)ス ペ ク トル で 「n/e500に
分 子 イ オ ン,「「レe133,115に コ ハ ク 酸 に 基 づ く フ ラ グ メ ン トイ オ ンの ピt・一ク を 示 しtS'14?ま
たNMRス ペ ク トル,元 素 分 析 値 よ りbufalin3-hemisuccinatemethylesterであ る こ と
が 判 明 し た 。 ま た,bufotoxin皿 は1と 同 様,坂 口 反 応 陽 性,ニ ン ヒ ド リン反 応 陰 性 を 示 し,6N塩
酸 で 加 水 分 解 す る と きarginineを遊 離 す る こ と,お よ び 元 素 分 析 値 な ど か らarginine1個 が
α 一 ア ミ ノ基 を 介 し て 脂 肪 酸 と酸 ア ミ ド結 合 し た 構 造 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。 以 上 の 知 見
か らbufotoxin皿はbufalin3-succinoylarginineester(36)と同 定 され た(Chart9)。
従 来 報 告 さ れ て い るbufotoxin(2,3)は す べ てsuberoylarginine抱合 体 で あ った が,今 回





















Chart5に お け る 水 溶 性 画 分 をAmberliteXAD-2樹 脂 を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に 付 しChartlOに 示 す よ う に 分 離 精 製 を お こ な っ た 。80%メ タ ノ ール 溶 出 画 分 を さ き
と 同 様 シ リカ ゲ ル 吸 着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に付 し,酢 酸 エ チ ル ー メ タ ノ ー ル(1=1)溶 出 画 分 を
さ ら に ク ロ ロ ホ ル ム ー メ タ ノ ー ル ー 水(80二20二2.5)を 溶 媒 系 とす る シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。Bufotoxin皿 よ り 遅 れ て 溶 出 す るF,画 分 を く り返 し シ リカ ゲル 分
配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 しbufotoxin皿(mp215-219。)を 分 離 し た 。 ま た,70%メ タ
ノ ー ル 溶 出 画 分 を 同 様 に シ リ カ ゲ ル 吸 着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,つ い で シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ
ラ フ ィ ー に 付 し 順 次F4,Fsお よ びFe画 分 を 得 た 。 さ ら にF5 ,F,画 分 は シ リ カ ゲ ル 分 配 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィー を お こ な い そ れ ぞ れ か らbufotoxinV(mp242-245。)お よ びVI(mp198--
200。)を 単 離 した 。 一 方,F、 画 分 か ら は シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,さ ら にSepha-
dexLH-20の ゲ ル 濾 過 に よ りbufotoxinIV(mp189-192。)が 得 られ た 。

























toxin皿はNMRス ペク トルからgamabufotalin抱合体 と推定 された。 そ こでgeninおよ び脂































で 無!k酢 酸 一 ピ リ ジ ン処 理 に よ りacetate-methylester(40)に 誘 導 し た(Chart11)。
一 方 ,gamabuf・talin(17)を ピ リ ジ ンー ベ ンゼ ン中1モ ル の 無 水 酢 酸 を 用 い る選 択 的 アセ チ
ル 化 に よ り11--monoacetate(41)と し,つ い で ピ リ ジ ン中 無 水 コル ク 酸 と反 応 さ せ て3-
hemisub・,rate(42)を得,さ らに ジ ア ゾ メ タ ン 処 理 に てmethylester(40)に 導 い た11)




















1Rス ペ ク トル の 比 較 か ら 両 者 同 一 物 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 以 上 の 事 実 か らbufotoxin皿の
genin部はgamabufotalin,脂肪 酸 部 は 従 来 か ら知 ら れ て い る コル ク 酸 で あ り,そ の 結 合 位 置
は3位 で あ る こ と が 判 明 し た 。 ま た,bufotoxin皿 は ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性,坂 ロ 反 応 陽 性 を
示 し,6N塩 酸 で 加 水 分 解 の 結 果arginineの 遊 離 が 確 認 さ れ た 。 さ ら にbufotoxin田をacet-
ylacetone-K-HGO3で処 理 し た の ち ジ ア ゾ メ タ ンで メ チ ル 化 し てpyrimidine誘 導 体(44)
に 導 きarginlneの α一ア ミ ノ 基 と3-hemisuberateとの 結 合 様 式 を 明 らか に した(Chartl3)。
以 上 の 知 見 か らbufotoxin皿はgamabufotalin3-suberoylarginineester(43)であ る
こ と が 確 認 さ れ,こ れ をgamabufotalitoxinと命 名 した 。



















bufotoxin皿と 酷 似 す る こ と か らそ のhomologと 推 定 さ れ た 。 そ こ で さ き と 同 様 酵 素 水 解 後
メチル 化 してmp193-195。のmethylester(46)を得 た 。(46)はMSス ペ ク トル でm/e558
に 分 子 イ オ ン,円/e175,157に フ ラ グ メ ン トイオ ンの ピー ク がみ られ 構 成 脂 肪 酸 は ピ メ リ ン 酸
と 推 定 さ れ た 。 事 実,(46)を 常 法 通 り ア セ チ ル 化 し て 得 られ た(47)はgamabufotalin
11-monoacetate(41)に ピ リジ ン中methylhemipimelateをN,N'-dicyclohexylca-
rbodiimide(以下DCCと 略)の 存 在 下 縮 合 さ せ て 得 た も の と 完 全 に 一 致 し た。 ま た,bufo-
toxinIVはさ き と 同 様,呈 色 反 応,元 素 分 析,酸 水 解 な ど の 結 果 か らargininel個 がa一 ア ミ
ノ基 を 介 して 脂 肪 酸 と 酸 ア ミ ド結 合 し た 構 造 で あ り,し た が ってgamabufotalin3-pime-
loylarginineester(45)であ る こ と が 明 ら か と な っ た(Chart14)。 こ の も の は 構 成
脂 肪 酸 が 奇 数 炭 素 数 の ピ メ リ ン酸 か ら な るbufotoxinであ り生 合 成 的 に み て き わ め て 興 味 深 い 。
同 様 に し て 単 離 さ れ たbufotoxinVも 物 理 的 性 質 が 皿,IVに 酷 似 し て い る こ と か ら そ のhom-
ologと推 定 さ れ た 。 ま た,酵 素 水 解 後 メ チ ル 化 し て 得 られ たmethylester(49)はMSス ペ
ク トル に お い て 円/e544に 分 子 イ オ ン,m/e161,143に フ ラ グ メ ン トイ オ ンの ピー クがみ られ,

























ester(50)はDCCの 存 在 下(41)にmethylhemiadipateを 作 用 さ せ て 得 た も の と 完 全
に 一 致 した 。 ま た,bufotoxinVは さ き と 同 様 の 手 法 に よ りarginine1個 が α一 ア ミ ノ基 で 脂
肪 酸 と 酸 ア ミ ド結 合 し た 構 造 で あ る こ と が 確 認 さ れ,炭 素 数6個 の ア ジ ピ ン酸 を 有 す るgamabu-
fotalin3-adipoylarginineester(48)と判 明 した(Chart15)。
さ ら にbufotoxinVIも皿,IV,Vのhomolo9と 推 定 さ れ た が,酵 素 水 解 後 ジァ ゾ メ タ ンで処 理
して 得 た メ チ ル 化 物(52)のNMR,MSス ペ クbル か らgamabufotalin3-succinoylar-
ginineester(51)で あ る こ と が 明 ら か と な っ た(Chart16)。
以 上 の ご と く,gamabufotalinの脂 肪 酸 一arginine抱合 体4種(gamabufotalitoxin
homolog)が 単 離 証 明 さ れ た が,ガ マ 外 皮 に は こ れ ら の う ち コ ル ク 酸 を 構 成 成 分 とす るgama-



















































第4節Bufogenin3・ 一・sutfateの 単 離
Chart5に お け る 水 溶 性 画 分 をAmberliteXAD-2樹 脂 の カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に付 し,70
%メ タ ノ ー ル 溶 出 画 分 をChart17に 示 す 順 序eζ した が って 分 離 精 製 した 。 ま ず,シ リカ ゲ ル 吸
着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し,酢 酸 エ チ ル ー メ タ ノ ー ル(2:1)で 溶 出 し た の ち ク ロ ロ ホ ル ム ー
メ タ ノ ー ル ー 水(80120二2.5)を 溶 媒 系 と す る シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 し溶
出 順 にF,+F,,Fgお よ びF,。画 分 を 得 た 。 各 画 分 は そ れ ぞ れ く り 返 し 同 様 の シ リカ ゲ ル 分 配 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を お こ な い,さ ら に メ タ ノ ー ル を 用 い るSephadexLH-20の ゲル 濾 過 で 分
離 し,F,,Fs,Fgお よ びEo画 分 よ り そ れ ぞ れconjugatel(mp165.5-166.50),皿(mp















Conjugatel-Wの 構 造 は つ ぎ の よ う に し て 決 定 し た 。 す な わ ちconjugate]はNMRス ペ
ク トル(Fig.2)に お い てo,72,0.98ppmに3H分singletに そ れ ぞ れ18一 お よ び19--CH3,











上 の 濃 硫 酸 に よ る 呈 色 反 応 を 考 え 合 せ てgeninはbufatinと 推 定 され た 。 ま た,bufotoxinの
3位 脂 肪 酸 エ ス テ ル の 場 合 は5.Oppm付 近 に,geninで は4.Oppm付 近 に そ れ ぞ れ3α 一Hの 吸 収
が 観 察 され る の に 対 し,conjugateIで は4.7ppm付 近`ζそ れ が 認 め ら れ る こ と な ら びに ク ロ マ
トグ ラ フ 的 挙 動 か ら3位 水 酸 基 は 従 前 と は 異 な っ た 抱 合 形 式 を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ た。 一 般 に
生 体 内 ス テ ロ イ ドは 硫 酸 抱 合 を う け る こ と が 知 られ て お りdehydroepiandrosterone3--sui-
fateとのTLCに お け る 挙 動 の 比 較 か らconjugateIは 硫 酸 抱 合 体 と 考 え られ た 。 事 実,塩 酸
水 解 後Ba2+一 ロ ジ ゾ ネー ト反 応15'且o)は陽 性 を 示 し,ま た1Rス ペ ク トル は1220,1055c㎡1
付 近 にSO,に 基 づ く 強 い 吸 収 が み られ た 。 一 方,conjugatelをsolvolysisi')に付 し て 得
られ るgeninは 標 品 と の 比 較 に よ りbufalin(13)と 同 定 さ れ た 。 以 上 の 事 実 か らconjugate
1はbufalin3-sulfate(53)で あ る こ と が 判 明 した が さ らに 構 造 確 認 の た め 合 成 証 明 を 試
み た 。 す な わ ち ジメ チル ホ ル ム ア ミ ド(DMF)中bufalin(13)に 硫 酸 をDCC法ls)で 縮 合 さ せ
て 得 た 標 品 は 天 然 か ら 得 たconjugatelとIRス ペ ク トル(Fig.3)な ど 物 理 的 諸 性 質 が 完
全 に 一 致 し た(Chart18)。
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っ ぎにconjugate皿はNMRス ペク トルお よびTLCに おけ る濃硫 酸発色の様相か らbufota-












スペ ク トル で1060cf付 近 にSO,に 基 づ ぐ吸 収 が み られ る うえ ,solvolysisによ りbufota-















また,conjugate皿1は同 様 にNMRお よ びIRス ペ ク トル,solvolysisに よ るarenobufa-
gin(22)の 遊 離 な ど か らarenobufaginの硫 酸 抱 合 体(55)と 推 定 さ れ た 。 さ ら にNMRス
ペ ク トル に お け る11β 一Hお よ び3α 一Hの 化 学 シ フ ト,半 値 幅 の 検 討 の 結 果 か ら抱 合 位 置 は11
位 で は な く3位 で あ る こ と を 確 認 し た(Chart20)。
つ ぎ にconjugateIVも同 様NMRお よ びIRス ペ ク トル ,solvolysisによ るgamabufota-
1in(17)の 生 成 な ど か らgamabufotalinの硫 酸 抱 合 体 と 判 明 し た。 そ こ で 硫 酸 の 抱 合 位置
を 明 らか に す る ため 常 法 通 り無 水 酢 酸 一 ピ リジ ンで 処 理 し11α 一acetate(57)に 誘 導 し た 。 そ
のNMRス ペ ク トル に お い て4.94ppmに 観 察 さ れ る11位acetoxyl基 付 け 根 の プ ロ ト ンの 吸 収
は 半 値 幅20Hzを 示 し,3β 一acetateのそ れ(半 値 幅9Hz)と は 明 ら か に 異 な るこ とか ら 硫 酸
の 結 合 位 置 は11位 で は な く3位 で あ り,し た が っ てconjugateIVはgamabufotalin3-
















以上,抱 合型bufogeninとして脂肪 酸一arginine抱合体に加え,新 たに4種 のbufogenin
3-sulfateが単離 証明 されたが,強 心性 ステ ロイ ドの硫酸抱合体はこれ らが初め ての例 であ り
その生理活性,ガ マ体 内での生理 的意義に興味 がもたれ る。
第5節Cardenobufotoxinの 単 離
Chart5で 得 ら れ た 有 機 層 を シ リカ ゲ ル ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,preparativeTLGな ら び に
SephadexLH-20の ゲ ル 濾 過 で 精 製 し,digitoxigenin(6a),sarmentogenln(5),
14fi,15β一epoxy-<β 》-anhydrodigitoxigenin(7a)を単 離 す る こ と が で き た 。 これ
らは そ れ ぞ れ 標 品 と直 接 比 較 す る こと に よ り同 定 した がい ず れ もす で にH6rigerら10M2)が セ ンソ
中 に 見 い 出 し て い る も の で あ る 。 一 方,水 溶 性 画 分 はArnberliteXAD-2樹 脂 を 用 い る カ ラ ム
ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 しChart22に 示 す 順 序 に し た が っ て 分 離 精 製 を お こ な っ た 。Chart
loのF4画 分 をKedde反 応 お よ び 紫 外 部 吸 収(以 下UVと 略)を 指 標 と し,シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー を く り 返 し て 精 製 す る こ と に よ り 溶 出 順 にF11 ,Fl2画 分 を 得 た 。F11画 分 は





















用 い,逆 相 系 カ ラ ム(pt--BondapakC1巳,WatersCo.,Ltd.)に よ る 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ
フ ィ ー で 分 取 し ,最 後 にSephadexLH-20で 再 度 精 製 してbufotoxin剛(mp171-173。)
を 得 た 。 一 方,F12画 分 か らSephadexLH・-20の ゲ ル 濾 過 を く り 返 す こ と に よ りbufotoxin
n(mp184-187。)を 得 た 。
Bufotoxin皿はKedde反 応 陽 性 を 示 し ,UVス ペ ク トル で217nmに 極 大 吸 収 が 認 め ら れ る
こ と か らcardenolideの抱 合 体 で あ る と 推 測 さ れ た 。 ま た ,bufotoxinVaはNMRス ペ ク トル
(Fig.4)に お い てO,89,1.08ppmに3H分singletに そ れ ぞ れ18一 お よ び19-CH3 ,
2.90,3.70,4,26,5.06ppmにそ れ ぞ れ1H分17α 一H ,11β 一H,arginineの α一Hお よ び













らの知 見 な らび にTLC上 の 挙 動,濃 硫 酸 に よ る 呈 色(緑)な ど か らbufotoxin珊 はsarmento-
genin(5)の 抱 合 体 と 推 定 さ れ た 。 そ こ で 第2節 に 述 べ た と 同 様bufotoxin珊 を 酵 素 水 解 に
付 した の ち ジ ア ゾ メ タ ンで 処 理 しmethylester(59)をmp115-116。 の 無 色 葉 状 晶 と し
て 得 た 。(59)はMSス ペ ク トル でm/e560に 分 子 イ オ ン,鴨/el89,171に コル ク酸 に 基
づ く フ ラ グ メ ン トイ オ ンの ピ ー クを 示 し たち3'14)また ,NMRス ペ ク トル は3.75ppm(半 値 幅
20Hz)に11β 一H,5.04ppm(半 値 幅10Hz)に3α 一Hの 吸 収 が み られ,コ ル ク酸 の 結 合 位
置 は11位 で は な く3位 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 さ らに(59)を 含 水 メ タ ノ ・一ル 中5%塩 酸 で
緩 和 な 条 件 下 加 水 分 解 し,遊 離 す るgeninを 標 品 と 比 較 した 結 果sarmentogenin(5)と 同 定
され た 。 また,bufotoxin珊 は 坂 口 反 応 陽 性,ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性 を 示 し,6N塩 酸 で 加 水
分 解 す る と きarginineが確 認 さ れ た こ と,お よ び 元 素 分 析 値 よ りarginine1個 が α 一 ア ミノ
基 を 介 し て 脂 肪 酸 と 酸 ア ミ ド結 合 して い る こ と が 判 明 し た 。 これ らの 事 実 を 考 え 合 せbufotoxin



















Bufotoxin皿は 物 理 的 性 質 が 四 の そ れ に 酷 似 す る こ と か ら そ のhomologと 推 定 さ れ た 。 さ
き と 同 様 酵 素 水 解 後 ジ ア ゾ メ タ ンで 処 理 しmethylester(61)に 導 い た が,そ のMSス ペ ク ト
ル はm/e516に 分 子 イ オ ン ピ ー ク ,m/e175,157に ピメ リ ン酸 に 基 づ く ピ ー ク を 示 し,さ
ら にNMRス ペ ク トル か ら ピメ リ ン酸 の 結 合 位 置 は3位 と 結 論 さ れ た 。 つ い で(61)の 加 水 分 解
に よ るsarmentogenin(5)の 生 成 ,bufotoxin皿の 呈 色 反 応,6N塩 酸 に よ る 水 解,元 素 分
析 な ど の 結 果 か らbufotoxin皿 は 脂 肪 酸 部 が ピ メ リ ン酸 に 置 き 換 っ たsarmentogenin3-pi-






















以 上,cardenolideの脂 肪 酸 一arginine抱 合 体2種 を 単 離 し た が,こ れ ら をcardeno-
buf・t・xinと命 名 し た 。 今 回 得 たcardenob・・f・toxinは動 物 起 源 の 抱 合 型cardenolideとして




著 者 は 日本 産 ガ マ 外 皮 成 分 の 検 索 を 行 い 本 論 で 記 述 し た よ う に 新 規bufotoxin8種 お よ び 新
規 抱 合 体4種 を 単 離 し,そ れ ら の 構 造 を 明 らか に し た(Chart25)。
従 来 か ら 知 ら れ て い る コ ル ク 酸 を 構 成 脂 肪 酸 と す るgamabufotalin3-suberoylarginine
ester(gamabufotalitoxin)(43)の他 に,今 回 新 た に ピメ リ ン 酸,ア ジ ピ ン酸,コ ハ ク
酸 を 有 す るgamabufotalin3-pimeloyl-(45),3-adipoy1-(48),3_succinoyl_
arginineester(51)お よ びresibufogenin3-succinoylarginineester(34),bu-
falin3-succinoylarginineester(36)の新 型bufotoxin5種 を 単 離 す る こ と1こ成 功 し
た 。 さ ら`こ,bufalin3-sulfate(53),bllfotalin3-su且fate(54),arenobufagin
3-sulfate(55)お よ びgamabufotalin3-slllfate(56)のbllfogenin硫酸 抱 合 体4種
の 存 在 を 明 らか に し た 。 ま た,さ き にcardenolideおよ び そ の3-hemisuberateがセ ン ソ中に
見 い 出 さ れ て い た が,今 回 き わ め て 微 量 な が らcardenolideの脂 肪 酸 一一arginine抱合 体 と し
てsarmentogenin3-suberoyl-(58),3-pimeloyl-arginineester(60)の2種 を
証 明す る こ と が で き た 。 そ の 他,既 知 物 質 で は あ る がbufotalin3-suberoylargininees-
ter(vulgar。bufotoxin)(2)も単 離,同 定 し た 。
こ こ に 得 られ た 化 合 物 の 生 合 成 機 構,ガ マ 体 内 に お け る 生 理 的 意 義 お よ び 薬 理 活 性 に は 興 味 深
い も の が あ り 今 後 の 検 討 が ま た れ る。 ま た,Chart25に 示 し た 化 合 物 以 外 に も ガ マ 外 皮 中 に
はgenin,ジ カ ル ボ ン酸 を 異 に す る 新 型bufot。xinな ら び に 硫 酸 抱 合 体 の 存 在 がTLCな ど の
所 見 か ら示 唆 さ れ る 。 さ らに,コ ル ク 酸,ピ メ リ ン酸,ア ジ ピ ン酸,コ ハ ク 酸 以 外 の 脂 肪 酸,ま


























































第2章Buf・toxin関 連 化 合 物 の合成
第1節 序
強心性 ステ ロイ ドの構造一活性相関の検討 を 目的と して,bufotoxinアナ ログであ るdigito-
xigenin3-suberoylaminoacidester7種の合成を試みた。水溶性 を 改善 した これ ら化
合物には吸収お よび排泄の速 度,生 理活性 とその持続性 な どの点でaglyconeとは異 なる性 質の
出現が期待 できる。 ペプチ ドの合成 には 酸無水物 法DCC法,ア ジ ド法あるいは活性エステル法
な どい くつかの方法が知 られ ている。Cardenolide,bufadienolideなど強心性geninにペプ
チ ド鎖を導入するにあたっては それ らがアル カ リに不安 定な α,β一不飽和 ラク トン環やエステル結
合,酸 により脱 水しやす い14β 水酸基を有す る ことか ら,緩 和な反応条件 が不可欠 であ る。そこ
で,ま ず酸無水物法を 試みたが 目的物は得 られ ず,活 性 エステル法の 一種であ るp-nitrophe-
nylester法を もちいて合成す ることができた。
両生 類の皮膚,毒 腺にはbradykinin,phyllokinin,ValLThr6-bradykininなど活性









あ ら わ れ る ア ミノ 酸sequenceの ペ プ チ ド鎖 を 縮 合 さ せ たdigitoxigenin3-suberoylpepti-
deesterに は 興 味 あ る 生 理 作 用 が 期 待 で き る 。 そ こ で 目 的 の ア ミ ノ 酸sequenceを も つdi一 あ
る い はtri-peptideを直 接 縮 合 さ せ る 方 法,p-nitrophenylester法 を く り返 しpeptide
鎖 を1頂次 延 長 して い く 方 法 な ら び にcarbamate法20)を用 いpeptideesterl1種 の 合 成 を 試
み た 。
さ らに 天 然 物 の 構 造 解 明 な ら び に 構 造 一 活 性 相 関 を 検 討 す る た めresibufogenin3-sube-
royl-L-argininehydrochlorideおよ びdigitoxigenin3-suberoyl-L-arginine,
-L-arginyl-L-pr・1ine,-L-arginyl-L-arginineを合 成 した 。
第2節Digitoxigenin3-suberoylaminoacidesterの 合 成
3-Succinoy191ycineesterの 合 成
ま ず,予 試 験 と してdigitoxigenin3・-hemisuccinateをも ち い,酸 無 水 物 法 に よ り 合
成 を 試 み た 。digitoxigenin(6a)`こピ リ ジ ン中 無 水 コハ ク酸 を 反 応 さ せ て 得 たdigitoxi-
genin3-hemisuccinate(62)21'22)を無 水 テ トラ ヒ ド ロ フ ラ ン(THF)中 ト リエ チ ル ア ミ
ンの 存 在 下,ethylchlorocarbonateと縮 合 さ せ 酸 無 水 物(63)に 導 い た 。 カ ル ボ ン 酸 の
tert-butylesterは弱 い 酸 性 条 件 下 容 易 に 脱 離 す る こ と が 知 られ て い るの で,(63)GCtert-
butylglycinateを反 応 さ せdigitoxigenin3『succinoylglycinetert-butylester
(64)を 高 収 率 で 製 した 。 しか し,ト リ フル オ ル 酢 酸,臭 化 水 素 一 酢 酸23)な ど 種 々 の 条 件 で 加
水 分 解 を 試 み た が,い ず れ も14位 水 酸 基 のanhydro化 を と も な い 目 的 物(66)は 得 られ な か
っ た。 一 方,(63)にglycinemethylesterを 反 応 さ せdigitoxigen亘n3-succinoyi-
glycinemethylester(67)を 製 し た 。 つ い で ヨ ウ 化 リ チ ウ ム ー ピiJジ ンを 用 い る な ど メ チ
ル エ ス テ ル の 選 択 的 加 水 分 解 を 種 々 試 み た が ,原 料 回 収 あ る い は3位 エ ス テ ル の 加 水 分 解,ラ ク
ト ン環 の 開 裂 な どを 伴 な い 目 的 を 達 す る こ と が で き な か っ た 。 そ こ で,活 性 エ ス テ ル 法 の 一 種 で
あ るp-nitrophenylester法24)を用 い 直 接 ア ミ ノ 酸 を 結 合 さ せ る こ と を 検 討 した 。 す な わ ち
(62)に 酢 酸 エ チ ル 中DCCの 存 在 下p-nitrophenolを反 応 さ せ,p-nitrophenylester
(65)を 合 成 し た 。 つ い で,(65)の 含 水 ピ リジ ン溶 液 にglycineを 加 え 室 温 で 撹 伴 した の ち,反
応 成 績 体 を シ リカゲル の カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィ ーに付 し,digitoxigenin3-succinoylglycine
ester(66)を 得 た 。(66)のNMRス ペ ク トル は4.10PPmOC∫=6Hzのdoubletで 一NH
CH,CO～,6.50pPmeCN-Hの シ グ ナル が み ら れ た 。 さ ら に 構 造 確 認 の た め(66)を メ タ ノ ー
ル 中,ジ ア ゾ メ タ ン で 処 理 しmethylester(67)に 誘 導 し た 。 こ の も の はdigitoxigenin
3-hemisuccinate(62)か ら 酸 無 水 物 法 に よ っ て 合 成 し た も の と 同 一 物 で あ る こ と が 混 融 試



































以上 の結果,p-nitrophenylester法1こより,ア ミノ酸に保護基を導入す る こと な く中 性
お よび酸性 ア ミノ酸結合体の合成 の可能 なことが明らかとな った。
3-Suberoy1-L・ ・-aminoacidesterの 合 成
つ ぎ に,p-nitropheny且ester法 を 用 い 各 種3-suberoylaminoacidesterの 合 成 を
試 み た 。 まず,digitoxigenin(6a)に 無 水 コル ク 酸 を 反 応 さ せdigitoxigenin3-hemi-
sロberate(6b)ll)を製 し た 。(65)と 同 様 に してp-nitrophenylester(68)に 導 き ,含
水 ピ リ ジ ン中glycineと 反 応 さ せdigitoxigenin3-suberoylglycineester(69)を得
た(Chart28)。
同 様 に,p-nitrophenylester(68)を 中 間 体 と し てL-alanineを 反 応 さ せalanine
ester(70)を合 成 した。 ガマ 毒 中 にはbufotenlne(9),serotonm(8)な ど イ ン ドー ル 誘 導 体 の
存 在 が 数 多 く知 られ て い る こ と か らL-tryptophanを反 応 さ せ(71)を 得 た 。 ま た,環 状 イ ミ

















acidを用 い て(73)を 合 成 し た 。(73)は 精 製 が や や 困 難 な た め,
でmethylester(74)に 導 き 構 造 を 確 認 し た(Chart2g)。






































































光 学 異 性 と 生 理 活 性 の 関 係 を 検 討 す る た め,L-alanineお よ びL-tryptophanesterに 対
応 す るD-alanine,D-tryptophanesterの 合 成 を 試 み た 。 前 述 同 様,p-nltrophenyl










(Chart30)。これ らD一ア ミノ酸結合体は対応す るL一ア ミノ酸結合体 と比較 し,溶 解度な ど
物理的性質に顕著 な差が みられ た。
第3節Digitoxigenin3-suberoylPePtideesterの 合 成
直 接 法 に よ る 合 成













接 縮 合 さ せ,生 成 物 を シ リ カ ゲ ル 吸 着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 し,(77)を 得 た が さ ら に 構 造
を 確 認 す る た め ジ ア ゾ メ タ ン で 処 理 しmethylester(78)1ζ 誘 導 し た(Chart31)。 同 様,
(68)にglycyl-L-prokineを 縮 合 さ せ て(79)を 得,さ ら にmethylester(80)に 導 い












Stepwise法 に よ る 合 成
原 料 の 入 手 が 困 難 なpeptide結 合 体 の 合 成 はP-nitrophenylester法 を く り か え し て
peptide鎖を 延 長 す る方 法 を 試 み た 。 ま ず,第2章 第2節 で 得 た(69)に 酢 酸 エ チ ル 中,DCC
とp-nitrophenoiを加 え て 撹 伴 し,反 応 成 績 体 をpreparativeTLCで 精 製 す る こ と に よ り
p-nitrophenylester(83)を 得 た 。 つ い で 含 水 ピ リ ジ ン中,glycineと 反 応 さ せ てgly-






























(84)はP-nitrophenylester(68)に 直 接glycy1-glycineを縮 合 さ せ る こ とに よ って も
得 られ た。 つ ぎ に,3-suberoyt-L-protinep-nitrophenylester(86)を 中 間 体 と し
て,bradykininの 構 成 ア ミ ノ 酸sequenceを も つpeptide結 合 体 の 合 成 を 試 み た(Chart
















glycineを反 応 さ せ(87)を 製 し た 。 一 方,(87)は3-suberoyl-p-nitrophenyles-
ter(68)に 直 接L-prolyl-glycine25)を縮 合 させ る こ と に よ っ て も 得 る こ と が で き た 。 ま
た,(86)に 含 水 ピ リジ ン中L-prolineを 反 応 さ せ た が 目 的 と す るL-pro!y1-L-proline
ester(88)は 収 率10%で しか 得 られ ず,加 水 分 解 物 のL-prolineester(72)が60%
回 収 さ れ た。 こ の こ と は 立 体 障 害 な ど の た め(86)に 対 す る レprolineの 攻 撃 よ り加 水 分 解 が
優 先 す る 結 果 と 解 釈 さ れ る 。 そ こで,反 応 溶 媒 を ピ リ ジ ンー メ タ ノ ー ル に か え 同 様 の 反 応 を 試 み
た結 果 収率 を45%に 改 善 す る こ と が で き た 。 つ ぎ に,bradykininの3,4,5番 目 の ア ミ ノ 酸
sequenceを有 す るL-proly1-glycyl-L-phenylalanineester(89)を,同 様(86)
にglycyl-L-phenylalanineを縮 合 さ せ て 製 し た 。Stepwise法 は 直 接 法 と 比 較 し工 程 が 長
く煩 雑 で あ り,総 収 率 の 点 で 有 利 と は い い 難 い 。 し か し,半 面 直 接 法 で は 縮 合 さ せ る ペ プ チ ド鎖
が 長 く な る に 伴 な って 加 水 分 解 が 優 先 し,副 生 物 の3-hemisuberate(6b)が 増 大 す る 傾 向
一34一
がみ られる。
Carbamate法 に よ る 合 成
最近,活 性 エステル 法にお ける加水分解 物の副生を抑えるため,ド ライアイスを加え てア ミノ
酸 あるいはペプチ ドのcarbamateを形成させ,そ れを活性エステル と反応 させ る方法が 開発 され
た。20)本反応はChart35に 示すよ うに進行す ると説明されてい る。 そこで,こ の方法 を利 用


















サ ン 溶 液 に ト リエ チ ル ア ミ ン,ド ラ イ ア イ スを 加 え てpH8に 調 整 し た の ち,p-nitrophenyl
ester(68)を 加 え 室 温 で 撹 拝 す る と,加 水 分 解 を 伴 う こ と な く ほ ぼ 定 量 的 にL-prolinees-
ter(72)が 生 成 した 。 本 品 がp-nitrophenylester法で 合 成 した(第2章 第2節)も の と同
一 物 で あ る こ と は 混 融 試 験
,IRス ペ ク トル の 比 較 に よ り確 認 さ れ た 。Carbamate法 の 有 利 な
こ と が 明 らか と な っ た の で,つ ぎ にL-seryl-L-prolineester(90)の 合 成 を 試 み た。 す
な わ ちi,,一。i…pheny1・ ・…(・8)にL-・e・y1-L-…li・e2e)を 反 応 さ せ て(・ ・)を 縁























反 応 が 選 択 的 にL-serineのa一 ア ミノ 基 と の 間 に 進 行 し た こ と は 明 らか で あ る。 つ ぎ に 、mono、
di-,tri一お よ びtetra-peptide結合 体 の 性 質 を 比 較 す る た め ,さ き に 得 たglycineester`
(69),glycy1-91y・ineester(84),91y・yl-gly・yl-glycineester(81)に続 い て
91ycyl-91ycyl『glycyl』glycineester(92)の合 成 を 試 み た 。 含 水 ピ リジ 川]p-nitrσphenyl
ester(68)にtetragtycineを反 応 さ せ る 従 来 法 で は 加 水 分 解 物 の3-hemisuberate(6b)
を 生 ず る の み で あ っ た 。 し か し,carbamate法 を 適 用 す る こ と に よ り 高 収 率 で(92)を 得 る こ
と が で き た(Chart36)。 さ らに,carbamate法 を 用 い てstepwiseにglycyl-L-pheny-
1alany1-L-serineester(95)を合 成 す る こ と を 試 み た。 まず,(77)を 前 述 の ご と く
P-nitrophenylester(94)に 導 い た 。 こ の 場 合 ラ セ ミ化 が 問 題 と な る がDCC法 で は ほ と
ん どお こ ら な い こ と が 明 らか1こさ れ て い る葛7'28)っい でL-serineを 反 応 させ て(95)を 得,さ ら
にmethylester(96)に 導 い た が ,反 応 成 績 体 は ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性 で あ りL-serineの
α一ア ミ ノ 基 と の 選 択 的 な 結 合 形 成 が 明 らか と な っ た(Chart37) 。 ま た,本 法 に よ りbra-
dykininの構 成 ア ミ ノ 酸sequenceを 有 す るL-proly且 一L-proly1-glycy1-L-phenylala--













ester(86)eCLrprolineを縮 合 さ せ,従 来 法 よ り 高 収 率 で 得 られ たL'一'prolyl-L-pro-
lineester(88)を さ ら にp-nitrophenylester(97)に 導 き,glycy1-L-pheny1-
























Digitoxigenin3-suberoyt--arginineお よ び 一一arginyt-proline,
-a「9inyla「9inineesterの 合 成
ま ず,p-nitrophenylester法 を 用 いdigitoxigenin3-suberoyl-L-argininehザL
drochLoride(99)の合 成 を 試 み た 。 グ ア ニ ジ ノ基 の 塩 基 性 を お さ え α一ア ミノ 基 と の 選 択 的 な
結 合 を 形 成 さ せ る た めarginine塩 酸 塩 を 用 い た 。29)前述 同 様,p-nitrophenylester(68)
に 含 水 ピ リ ジ ン中L-argininehydrochlorideを作 用 さ せ ,反 応 生 成 物 を シ リカ ゲ ル の カ ラム
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し,坂 □反 応 陽 性 ,ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性 を 示 す(99)を 得 た 。 さ ら
一38一
に 構 造 を 確 認 す る た め,メ タ ノ ー ル 中acetylacetone-KHCO,を 用 い てpyrimidine誘導 体
に 閉 環 さ せ,カ ル ボ ン 酸 を ジ ア ゾ メ タ ン処 理 に よ りmethylester(100)に 誘 導 し た 。 こ の も
の はNMRス ペ ク トル に お い てpyrimidine環上 の2個 の メ チ ル プ ロbン と プ ロ ト ンに 基 づ く
singletのピ ー クが2.30,6.31PPmに み ら れ,ま たUVス ペ ク トル もpyrimidine環の 吸 収 を
























成 を 試 み た.P-Ni,,。phenyl。 、、。,(68)1・L-。,gin,卜L-,,。lineace・…su}を 反 応 させ
シ リカゲ ル カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーお よ びSephadexLH-20に よ り 分 離 精 製 して(lOl)を 得
た 。 本 品 は 坂 口 反 応 陽 性,ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性 を 示 し酢 酸 塩 を 用 い た 場 合 も 同 様arginineの
α一ア ミノ 基 と 選 択 的 に 縮 合 し た こ と は 明 ら か で あ る 。 さ ら に,前 述 同 様 に し て 得 たpyrimidi-
ne誘 導 体(102)の 機 器 デ ー タ,元 素 分 析 値 も そ の 構 造 を よ く 支 持 し た(Chart40)。
さ ら に,digitoxigenin3-suberoy1-L-arginy!-L-argininediacetate(103)
もp-nitrophenylester(68)にL-arginyl-L-argininediacetate3i)を反 応 さ せ て 製




































前 述 と 同 様 な 方 法 でresibufogenin3-suberoyl--L-argininehydrocbloride(107)
の 合 成 を 試 み た 。 まず,resibufogenin(25)を ピ リ ジ ン中 無 水 コル ク 酸 と 反 応 さ せ てresi-
bufogenin3-hemisuberate(lo5)。)を得,P-nitropheno1をDCC法 で 縮 合 さ せ て
p-nitrophenylester(106)に 誘 導 し た の ち 含 水 ピ リ ジ ン中L-argininehydrochlo-
rideを作 用 さ せ 目 的 と す る(107)を 得 た 。(107)は 坂 日 反 応 陽 性,ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性






























今 回 合 成 したbufotoxin関連 化 合 物 をChart42に 一 括 し て 示 し た 。 こ れ ら の う ちdigito-
xigenin3-suberoyl-L-aminoacidester(69,70,71,72,73)5種 な ら び にdi-
gitoxigenin3-suberoylpeptideesterのう ちglycy1-L-phenylalanineester(77),
glycyl-L-prolineester(79)の強 心 作 用 をStraubの 標 本(ト ノ サ マ ガ エ ル の 摘 出 心)
を 用 い て 検 討 し た と こ ろ,digitoxigeninと比 較 し 同 じか や や 低 い 程 度 の 活 性 を 示 した 。
ガ マ毒 中 に はbufotoxinに さ ら に ア ミ ノ 酸 が 結 合 し た ス テ ロ イ ドペ プ チ ドの 存 在 も 予 想 さ れ



































(99)は天然にあらわれる可能性が十分考え られ,ガ マ毒成分の研究上標品 としてきわめて有
用 で あ る。 さ らに セ ン ソ中 に はresibufogenin3--sllberoylarginineesterの存 在 が 報 侍 さ
れてい るものの,い まだ純枠には単離 されてお らず,こ こに得 られ た(107)は 天然物の構造解
明に役立 つ ものと思われ る。 因に,最 近釜野 らs)も酸無 水物法を用いresibufogenin3-sube一
一42一










実 験 の 部
融 点 は 柳 本 微 量 融 点 測 定 装 置 を 使 用 し,未 補 正 。 旋 光 度 は 特 記 し な い 限 りCHC1,溶 液 で,日
本 分 光ModelDIP-SLAutomaticPolarimeterを,NMRス ペ ク トル は(CHa)4Siを 内
部 標 準 と し て,日 立ModelR-20A,日 本 電 子ModelPS-100Spectrometerを 用 い て 測
定 し た,ま た,略 号 と し てs-sing1et,d=doublet,q=quartet,m-multipletを 用 い
た 。Massス ペ ク トル は 日 立ModelRMU-6E,IRス ペ ク トル は 日立Model215な ら び に 日本
分 光ModelIRA-1,IR-SSpectrometer,UVス ペ ク トル は 日立Model124を そ れ ぞ
れ 用 い た 。Thin-1ayerchromatography(TLC)はsilicagelG,Hお よ びHF(E.
MerckAG)を 吸 着 剤 に 用 い,展 開 溶 媒 は つ ぎ の よ う に 略 した 。TL-1==ベ ン ゼ ンーAcOEt
(1:1),TL一 皿=ベ ン ゼ ンーAcOEt(114),'1'L-M=AcOEto
第1章 第2節 付 属 実 験
3月 下 旬 ～4月 上 旬,宮 城,福 島 両 県 で捕 捉 し た 日本 産 ガ マ(Buf・vulyarisf・rm・sus
Boulenger)1、800匹を ドラ イ ア イ ス ー ア セ ト ンで 凍 結 処 理 後,た だ ち に 外 皮 を 剥 離 しEtOH
looeで1カ 月 間 冷 浸 。Chart5の 方 法 に し た が い,EtOH抽 出 物 をCeliteで 濾 過 し 濾 液 を
50。以 下 で 約20eec減 圧 濃 縮,つ い で エ ー テ ル,AcOEtで そ れ ぞ れ3回 分 配 し,難 水 溶 性 物
質 を 除 去 。
AmberliteXAD-2樹 脂 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る 精 製
Chart5で 得 られ た 水 層 抽 出 物 を50。 以 下 で 減 圧 濃 縮 し含 有 さ れ るAcOEtを 除 去 後 水 で
500tに 希 釈 す る。 これ をAmberliteXAD-2樹 脂(15x150cm)に 通 導 し ス テ ロ イ ド画
分 を 吸 着 さ せ た の ち 水100乏 で 洗 演,つ い で20%MeOHl.5t,40%MeOH1.5e,70%
MeOHse,80%MeOHse,90%MeOHsZお よ びMeOHstを 用 い て 順 次 溶 出 。
Resibufogenin3-succinoytarginineester(BufotoxinI)(34)の 単 離
Chart6に し た が い 前 述 の90彩MeOH溶 出 画 分 を50。 以 下 で 減 圧 濃 縮 し,か っ 色 ガ ラ ス状
物 質309を 得 。Silicagel5009を 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー に 付 し,AcOEt2・se,
AcOEt-MeOH(4:1)3t,AcOEt-MeOH(2;1)3t,AcOEt--MeOH(1:1)6t,
AcOEt-MeOH(1:2)3eお よ びMeOH3tを 用 い 順 次 溶 出。AcOEt-MeOH(1;1)溶 出
画 分 を50。 以 下 で 減 圧 濃 縮 し,か っ色 ガ ラ ス 状 物 質25gを 得 。 これ をCHC1,-MeOH-H,O
(80:20二Z5)150mlに 溶 解 し,silicagelHを 担 体,H20を 固 定 相,CHCI,-MeOH-
H20(80:2012.5)を 移 動 相 に 用 い 平 衡 状 態 に 達 せ し め て お い た カ ラ ム(6×150cm)の 上
部 に の せ,40ml/hrの 流 速 で 溶 出 し200mlご と`ζ分 画 。 溶 出 物 はTLC(CHCI,-MeOH一
一44一
H20(80:20:2.5))に お け る 挙 動,濃H,SO,に よ る 呈 色 を 指 標 と し て12に 分 画 し,F1画
分59を 得 た 。 こ の 画 分 に つ い て 同 様 の シ リ カ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を3回 く り 返 し,
得 ら れ た 溶 出物300mgをSephadexLH-20(3x100cm)の ゲ ル 濾 過 に 付 しMeOHを 溶 出
剤 と し て59ず つ に 分 画 。Fr.70-77を 合 わ せ て 濃 縮 し,再 びSephadexLH-20に 付 し た
の ちMeOHよ り 再 結 晶 しbufotoxinl(34)(200mg)を 無 色 柱 状 晶 と して 得 。mp210.5-
2120.〔 α〕B9+22、8。(eニo.15,CHC1,-MeOH(1:1)).坂 口 反 応{+),ニ ン ヒ ド リ ン 反
応(一)、濃HhSO,発 色 緑 。Ana9.Calcd.C,,H,&08N4・2H,〇 二C,60.33;H,7.74;N,





Resibufogenin(25)50mgを ピ リジ ン2mlに 溶 解 し,無 水 コ ハ ク酸100mgを 加 え16hr
還 流 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 希 釈,5%HCI,H,0で 洗 糠,無 水Na,SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後
残 留 物 をsilicagelHF醜 のpreparativeThCに 付 す 。CHCls-MeOH(20;1)で 展 開
し,RfO.5の 部 分 をAcOEt-MeOH(10=1)で 溶 出 。MeOH一 工 一 テ ル で 再 結 晶 し 無 色 柱 状ロア
晶(32)15mgを 得 。mp162-166.5。.〔a〕D-11.4。(e=・O.09,MeOH).Anal.Ca1cd。
CasH3eO7:0,69.40;H,7.48.Found:C,69.11;H,7.45.
Resibufogenin3-一 ・hemisuccinatemethylester(33)の 合 成
Resibufogenin(25)50mgよ り得 た3-hemisuccinateの エ ー テ ル 溶 液 にCH,N2/
MeOH一 工 一 テ ル 溶 液 を 加 え 室 温1hr放 置 。 溶 媒 留 去 後 残 留 物 をsilicagelHF,"のprepa-
rativeT五Cに 付 す 。 ベ ン ゼ ンーAcOEt(3:1)で 展 開 し,RfO.4の 部 分 をAcOEtで 溶 出。
無 色 油 状 物(33)15mgを 得 。
BufotoxinI(34)の 酵 素 水 解
(34)70mgを13%MeOH-1%NaCl70mlに 溶 解 し,hogpancreaslipase(Sigr
maGhemicalGo.,St.Louis)70mgを 加 え て37。 に8hrイ ンキ ュ ベ ー ト,反 応 液 を 減
圧 濃 縮 後CH2Cl2一 工 一 テル(1=1)で 抽 出 。 抽 出 液 を 濃 縮 し,残 留 物 をsilicagelHF,M
のpreparativeTLCに 付 す 。CHCI3-MeOH(70:1)で 展 開 し,3RfO.1の 部 分 をAcOEt
で 溶 出 。MeOH一 工 一 テ ル よ り再 結 晶 し 無 色 柱 状 晶(32)15mgを 得 。mp163-165.5。.㎜
(4%CDCl3溶 液)δ:0.78(3H,s,18-CH3),0.98(3H,s,19-CHs),2.64(4H,
s,-CO(GH2)2GO-),3.50(1H,s,15α 一 H),5」O(1H,m,3α 一H),6.20(1H,d,
ノ=lOHz,23-H),7.18(lH,d,ノ=2Hz,21-H),7.73(1H,q,ノ=lO,2Hz,22-H).
一45・ 一
合 成 標 品 と の 混 融 試 験 な ら び にIR,NMRス ペ ク トル,TLC上 の 挙 動 な ど の 比 較 で 完 全 に 一 致
し た 。 さ らに(32)15mgをMeOHlOmlに 溶 か し 常 法 通 りCH2N2/エ ー テ ル で メ チ ル 化 後




22-H).合 成 標 品 と のIR,NMRス ペ ク トル,TLC上 の 基 動 な ど の 比 較 で 完 全 に 一 致 し た 。
BufotoxinI(34)の6NHCIに よ る 加 水 分 解
(34)1mgを6NHClO,5m1に 溶 解 し,封 管 中110。 に10hr加 熱 。 反 応 液 をsilica
gelGの 薄 層 板(20×20cm)に ス ポ ッ トし,ま ずCHG1,-MeOH-17%NH,OH(40:40:
20),つ い で フ ェ ノ ー ル ーH20(75二25)で2次 元 展 開 後 ニ ン ヒ ドリ ンで 発 色 。 標 品 と の 比 較
に よ りarginineの遊 離 を 確 認 。
Buf。toxinI(34)の ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体(35)へ の 変 換
(34)70mgをacetyhacetone一 飽 和KHCO,-MeOH(2;111)4m1に 溶 解 し,50。 に
48hr加 温 。 反 応 液 をCHCls-MeOH(10:1)で 抽 出,溶 媒 減 圧 留 去 後 残 留 物 をMeOHlm1
に 溶 解 しCH,N2で 常 法 通 り 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagelHF2s,のpreparativeTI、C
に 付 す 。CHCls一 ア セ トン ー シ ク ロ ヘ キ サ ン(3:3;4)で 展 開 し,2RfO.3の 部 分 をAcOEt







Ohart6に お け るAmberliteXAD-2樹 脂 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー80%MeOH溶 出 画 分 を 前
述 同 様 シ リカ ゲ ル 吸 着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し,AcOEt-MeOH(1:1)溶 出 画 分 を シ リカ
ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 分 画 す る。F,画 分 を さ らにSephadexLH-20の ゲ ル 濾 過 に
付 し た の ちMeOHよ り 再 結 晶 しbufot。xin皿(36)(47㎎)を 無 色 針 状 晶 と し て 得 。mp240-
241。.〔α〕B3-12.5・(・=o,08,80%MeOH).坂 ロ 反 応1+},ニ ン ヒ ド リ ン 反 応{一),濃H2SO.
発 色 紫 緑 。Aπ αd.Calcd.C謎H5。OsN4・3/2H,O:C,60.96;H,7.98;N,8.37.Found:






へ の 誘 導
(36)30mgを13%MeOH-1%NaCl36mlに 溶 解 し,hogpancreaslipase30
mgを 加 え て37。 に8hrイ ンキ ュ ベ ・一 ト,反 応 液 を 減 圧 濃 縮 後CH2CE2一 工 一 テ ル(1:1)で
抽 出 。 常 法 通 りCH,N2で メ チ ル 化 しsilicagelHF254のpreparativeTI.Cに付 す 。 ベ ン ゼ ンー
AcOEt(4:1)で 展 開 し,3RfO.5の 部 分 をAcOEtで 溶 出。 エ ー テ ル よ り 再 結 晶 し無 色 針 状 晶
ムもう






第1章 第3節 付 属 実 験
Gamabufotalin3--suberoylarginineester(BufetoxinI)(43)の 単 離
Chart10に お け るAmberliteXAD-2樹 脂 ク ロ マ5グ ラ フ ィ ーSO%MeOH溶 出 画 分 か
らか っ 色 ガ ラ ス 状 物 質18gを 得,こ れ をsilicage1300gを 用 い る カ ラム クロマ トグ ラ フ ィー
に 付 し,AcOEtL54,AcOEt-MeOH(4:1)lt,AcOEt-MeOH(2:1)3t,AcOEt-
MeOH(1:1)4.5t,AcOEt-MeOH(,1二2)3eお よ びMeOH3tを 用 い 順 次 溶 出。AcOEt-
MeOH(1:1)溶 出 画 分 か ら か っ 色 ガ ラ ス 状 物 質10gを 得,こ れ をCHGt,-MeOH-H20(80:
20:2.5)の シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し,得 ら れ るF3画 分5gを く り 返 し シ ワ カ
ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し 溶 出 物 をMeOH一 工 一 テ ル で 処 理 しbufotoxin皿(43)
(233mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp215-219。.〔 α〕be-2.2。(・-0.68,MeOH).








Gamabufotalin(17)100mgを ピ リジ ンー ベ ンゼ ン(1:1)4mlに 溶 解,Ac200.5mlを 加
え て 室 温 で24hr撹 拝 。 反 応 液 を5%HCIで 中 和 後 工 一 テ ル で 抽 出,5%NaHCO3,H20で 洗
瀞 後 無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 残 留 物 をsiiicagelHF,.のpreparativeTLCに 付
す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(1:1)で 展 開 し,RfO.3の 部 分 をAcOEtで 溶 出 。MeOHよ り 再 結 晶
し 無 色 針 状 晶(41)30mgを 得 。mp139-146。.NMR(2%CDCls溶 液)δ;0.78(3H,s,
18-CH3),■03(3H,s,19`-CH,),L96(3H,s,11α 一〇COCH,),4.12(1H,m,
3α一H),4.85(1H,m、11〆9-H),6.19(1H,d,∫=10Hz,23-H),7」8(1H,d,1=
2Hz,21-H),7.70(lH,q,ノ=10,2Hz,22-H).つ い で(41)25mgと 無 水 コ ル ク 酸
50mgを ピ リジ ン1mlに 溶 解 し,70。 に30hr加 温 。 反 応 液 を エ ー テル で 抽 出 し,5%HC1,H20
で 洗 瀞,無 水Na2SO,で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後 残 留 物 をsilicagelHF2s4のpreparativeT]LCtC付
す 。AcOEtで 展 開 し,3RfO.08の 部 分 をAcOEtで 溶 出,(42)20mgを 得 。 精 製す る こ と
な くつ ぎ の反 応 に 付 す 。 さ ら に(42)20mgをMeOH3mlに 溶 解,常 法 通 りCH,N,で メ チ ル
化 しsilicagetHF,MのpreparativeTLCeC付 す 。 ベ ンゼ ン ーAcOEt(3:1)で 展 開 し,
2Rfo.44の 部 分 をAcOEtで 溶 出。 ヘ キ サ ン ーAcOEtよ り 再 結 晶 し 無 色 針 状 晶(40)7mgを
得 。mp128-129.2。.
BufotoxinI(43)のgamabufotalin3--hemisuberatemethylester
l1-acetate(40)へ の 誘 導
(43)100mgを13%MeOH-1%NaCIl20mllこ 溶 解 し,hogpancreaslipase
100mgを 加 え て37。 に3hrイ ンキ ュ ベ ー ト,反 応 液 を 減 圧 濃 縮 後CH,C1,一 工 一テル.(1;1)
で 抽 出,常 法 通 りCH,N,で メ チ ル 化 しsilicagelHF2s4のpreparativeTLCに 付 す 。ベ ンゼ
ン ーAcOEt(1:2)で 展 開 し,Rfo.5の 部 分 をAcOEtで 溶 出 。AcOEtよ り再 結 晶 し 無 色 針




を ピ リ ジ ン2m1,Ac201mlで ア セ チ ル 化 。 常 法 通 り処 理 後silicagelHF捌,のpreparative
TLCに 付 す。 ベ ンゼ ン ーAcOEt(3:1)で 展 開 し,2Rfo.5の 部 分 をAcOEtで 溶 出 。ヘ キ サ ンー




7.72(IH,q,ノ==10,2Hz,22-H).合 成 標 品 と の 混 融 試 験 な ら び にIR,NMRス ペ ク トル,
一48一
TLIC上の 挙 動 な ど の 比 較 で 完 全 に 一 致 し た 。
BufotoxinI(43)の ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体(44)へ の 変 換
(43)100mgをacetylacetone一飽 和KHCO3-MeOH(2:1:1)4m且 に 溶 解 し,50。`こ
48hr加 温 。 反 応 液 をCHG1,-MeOH(8:1)で 抽 出,溶 媒 減 圧 留 去 後 残 留 物 をMeOH2mlに
溶 解 しCH2N,で 常 法 通 り処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF細 のpreparativeT五Cに






Chart10に お け るAmberliteXAD-2樹 脂 ク ロ マ トグ ラ フ ィ・-70%MeOH溶 出 画 分 か ら か っ色
ガ ラス 状 物 質109を 得,silicagel1509を用 い る カ ラム ク ロマ トグ ラ フ ィーに 付 し,前 述 同 様 は じ
めAcOEtつ づ いてAcOEt-MeOH系 で 次 第 にMeOHの 割 合 を 増 しな が ら 溶 出 。AcOEt-MeOH(1:
1)溶 出 画 分 か ら か っ 色 ガ ラ ス 状 物 質5gを 得 ,さ ら にCHC1,-MeOH-H,O(80;20:2.5)
を 溶 媒 系 と す る シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し溶 出 順 にE塾,F,,Fe画 分 を 得 た 。F4
画 分(900mg)を シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で く り 返 し 精 製 し た の ち,さ らiCSepha-
dexLH-20の ゲ ル濾 過 に 付 し,得 られ た 画 分 をMeOH一 ア セ トン で 処 理 しbufotoxinIV(45)
(30mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp189-192。(decomp.).〔 α〕6s-3.1。(e=O.16,
MeOH).坂 口 反 応(+),ニ ン ヒ ド リ ン反 応(一},UeH2SO,発色 緑 。Anα1.CaIcd.Cs7HseOgN4・
1/2H20;C,62.60;H,8.09;N,7.89.FoundlC,62.69;H,7.77;N,7.76.NMR
(s%CD,OD溶 液)δ;o.75(3H,s,18-CH,),LO8(3H,s,19-CH3),3.70(IH,m,





リジ ン1mlに 溶 解 し,DCC10mgを 加 え て 室 温 で5日 間 撹 伴 。 反 応 液 を エ ーテル で 抽 出 し5%
HCl,5%NaHCO3,H,Oで 洗 糠,無 水Na2SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 残 留 物 をsilicagel
HF2s4のpreparativeTLGに付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(6:1)で 展 開 し,3RfO.7の 部 分 を







11--acetate(47)へ の 誘 導
(45)20mgを13%MeOH-1%NaCl25mlに 溶 解 し,hogpancreaslipase20mg
を 加 え て37。 に5hrイ ンキ ュ ベ ー ト,反 応 液 を 減 圧 濃 縮 後CH2C12一 工 一 テル(1:1)で 抽 出,
常 法 通 りCH,N,で メ チ ル 化 しsilicagelHFzs4のpreparativeTLCに 付 すeシ ク ロヘ キ サ ン
ー アゼ トンーCHC1,(10:3:3)で 展 開 し ,5Rfo.3の 部 分 をAcOEtで 溶 出 。 エ ー テ ル よ り 再





3mgを ピ リ ジ ン1ml,Ac,00.5m1で ア セ チ ル 化 。 常 法 通 り 処 理 後silicagelHF2s,の
preparativeTLCに付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(6:1)で 展 開 し,3Rfo.7の 部 分 をAcOEt
で 溶 出 。 溶 媒 留 去 後 無 色 油 状 物(47)を 得 。 合 成 標 品 と のIR,NMRス ペ ク トル,TLC上 の 挙
動 な ど の 比 較 で 完 全 に 一・致 し た。
Gamabufotalin3-adipoylarginineester(BufotoxinV)(48)の 単 離
F,画 分(500mg)を く り 返 し シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 し,溶 出 物 をMeOH
ヱユ
で 処 理 しbufotoxinV(48)20mgを 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp242--245。.〔 α)D-16.4。
(・=o.09,MeOH).坂 口 反 応1+1,ニ ン ヒ ド リ ン 反 応(一),濃H2SO4発 色 緑 。Anαd.Galcd.
C3eHs40gN41C,62.95;H,7・93;N,8.16.Found:C,62・58;H,7・83;N,8・16・
NMR(1.3彩CD30D溶 液)δ:o.72(3H,s,18-CH3),1.07(3H,s,19-CH,),3.64





リ ジ ン2m1に 溶 解 し,DCCl5mgを 加 え て 室 温 で10日 間 撹 伴 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 抽 出 し,
5%HC1,5%NaHCO3,H20で 洗 糠,無 水Na,SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 残 留 物 をsilica
gelHF.、 のpreparativeTLCに 付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(6二1)で 展 開 し,3RfO.68の
一50一
部分をAcOEtで溶 出。 さ らにMeOHを 用い るSephadexLH-20のゲル濾過 で精製,エ ーテル
よ り 再 結 晶 し無 色 柱 状 晶(5G)10mgを 得 。mpl59-161。.〔 α〕雪3_8.0。(。=0,08).
Anad・Calcd・CssHaOg:C,67・55;H,7・90・Follnd:0,67.37;H,7.44.
BufotoxinV(48)のgamabufotalin3・ ・-hemiadipatemethylester
11--acetate(50)へ の 誘 導
(48)15mgを13%MeOH-1%NaGl18mlに 溶 解 し,hogpancreaslipase15mg
を 加 え て370に6hrイ ンキ ュ ベ ー ト,反 応 液 を 減 圧 濃 縮 後CH・G12一 工 一 テ ル(1:1)で 抽 出 ,
常 法 通 りCH2N,で メ チ ル 化 しsilicagelHF2s4のpreparativeT上Cに 付 す 。 シ ク ロ ヘ キ サ
ン ー ア セ ト ン ーCHC1,(lo=3:3)で 展 開 し,3Rfo.35の 部 分 をAcOEtで 溶 出。 エ ー テ ル よ





22-H).つ い で(49)3mgを ピ リ ジ ン0.5ml,Ac200.5m1で ア セ チ ル 化 。 常 法 通 り 処 理
後silicagelHF2NのpreparativeT■Oに 付 す 。 ベ ン ゼ ンーAcOEt(6:1)で 展 開 し,sRf




23--H),7.10(1H,d,ノ ー2Hz,21-H),7.64(1H,q,∫=9,2Hz,22-H).合 成 標 品
と の 混 融 試 験 な ら び にIR,NMRス ペ ク トル,TLC上 の 挙 動 な ど の 比 較 で完 全 に 一 致 した 。
Gamabufotalin3-succinoytarginineester(BufotoxinW)(51)の 単 離
Fe画 分(250mg)を く り 返 し シ リ カ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 し,溶 出 物 をMeOH一
ア セ ト ンで 処 理 しbufotoxinVr(51)25mgを 無 色 無 晶 形 物 質 と して 得 。mpl98-2000.








ester(52)へ の 誘 導
(51)2りmgを13%MeOH-1%NaC124m1に 溶 解 し,hogpancreaslipase20㎎
を 加 え て37。 に8hrイ ンキ ュ ベ ー ト,反 応 液 を 減 圧 濃 縮 後CH,C12一 工 一 テ ル(1;1)で 抽 出,
さ らに 常 法 通 りCH,N,で メ チ ル 化 しsilicagelHF2s4のpreparativeTLCに 付 す 。 シ ク ロ
ヘ キ サ ン ー ア セ5ン ーCHC1,(10:3=3)で 展 開 し ,2Rfo.1の 部 分 をAcOEtで 溶 出 。 エ ー







第1章 第4節 付 属 実 験
Bufatin3-sulfate(ConjugateI)(53)の 単 離
Chart17に お け るAmberliteXAD-2樹 脂 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー70%MeOH溶 出 画 分 を
シ リ カ ゲ ル 吸 着 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し,AcOEt-MeOH(2二1)溶 出 画 分 か らか っ色 ガ ラス
状 物 質lgを 得,さ らにGHGI3-MeOH-H20(80=20=2.5)を 溶 媒 系 と す る シ リ カ ゲ ル 分 配
ク ロ マ5グ ラ フ ィ ー に 付 し 溶 出 順 にF7,Fs,Fg,F,。 画 分 を 得 た 。F,画 分(200mg)を く1り
返 し シ リ カ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,SephadexLH・-20の ゲ ル 濾 過 で 精 製 し,得 ら れ た 画
分 をMeOH一 ア セ ト ンで 処 理 しconjugateI(53)(5mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp
165.5-166.5。.〔α〕翌 一33,1。(eニo、05,MeOH).濃H,SO,発 色 紫 緑 。(53)の 少 量を 濾
紙上にスポットし,6NHClを スプ レー して加温 したの ちBaC12試 薬(100mgを70%EtOH
sOmlに溶解)を スプ レー し乾燥,こ れ にロ ジゾ ン酸ナ トリウム試薬(10mgを50%EtOH




H).合 成 標 品 と の 混 融 試 験 な ら び にIR,NMRス ペ ク トル,TLC上 の 挙 動 な ど の 比 較 で 完 全
に 一 致 した 。
(53)(1mg)をH,05mlに 溶 解,50%H2SO,でpH1に 調 整 後AcOEt5mlで 抽 出 。
一52一
AcOEt層 を37。に12hr放 置 後5%NaHCO3,H,Oで 洗 糠,無 水Na2SO,で 乾 燥 。溶 媒 留 去 後
silicagelHF脳 のpreparativeTLCで 精 製 し無 色 油 状 物(13)を 得 。 標 品 のbufaiin
(13)とMSス ペ ク トル,TLC上 の 挙 動 な ど の 比 較 で 完 全 に 一 致 し た 。
Bufalin3-sulfate(53)の 合 成
Bufalin(13)20mgとDCC80mgをDMF2mlに 溶 解,氷 冷 下UeH2SO,(11・4mg)-
DMF(1・ni)を 加 え て 数 分 間 放 置。 反 応 液 を エ ー テ ル で 希 釈 し,5%NaOHで 抽 出。水 層 を 希 釈
してAmberliteXAD-2樹 脂 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 し,水 洗 後MeOHで 溶 出 。 溶 出 物 を
CHC1,一 MeOH-H20(80:20:2.5)を 溶 媒 系 とす る シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,さ
ら にSephadexLH-20の ゲ ル 濾 過 で 精 製 し,MeOH一 ア セ ト ンで 処 理 す る こ と に よ り 無 色 無
晶 形 物 質(53)7mgを 得 。mp165-166.5。.〔 α〕孟3-35.7。(・-0.06,MeOH).Anal.
Calcd.C24HssO7SNa・3/2H20;C,55.91;H,7.04.Found:G,55.75;H,6.95.
Bufotalin3-sutfate(Conjugatell)(54)の 単 離
F8画 分(100mg)を く り 返 し シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー ,SephadexLH-20の
ゲ ル 濾 過 で 精 製 し,得 ら れ た 画 分 をMeOH一 工 一 テ ル で 処 理 しconjugate皿(54)(3mg)を
無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp156-158。.〔 α〕B1-32.2。(e・O.OS,MeOH).濃H,SO4発
色 緑,Ba2+一 ・ 〃 ネ ー 阪 応{+).IR・ 瀞{・m-'二1…(SO2).NMR(・.・%CD、OD-
CDC13(1=4)溶 液)δlO.77(3H,s,18-CH.a).0.95(3H。s,19-CHs),1.90(3H,
s,16β 一〇COCH,),4.67(1H,m,3α 一H),5.45(1H,m,16α 一H),6.16(1H,d,ノニ
10Hz,23-H),7.26(1H,d,ノ ニ2Hz,21-H),8」3(1H,q,ノ ・=10,2Hz,22--H).
(54)(1mg)をH,05mlに 溶 解,50%H2SO,でpH1に 調 整 後AcOEt5mlで 抽 出 。
AcOEt層 を37。 に12hr放 置 後5%NaHCO3,H20で 洗 糠,無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後
silicagelHF,54のpreparativeTLCで 精 製 し 無 色 油 状 物(18b)を 得 。 標 品 のbufotalin
(18b)とMSス ペ ク トル,TLC上 の 挙 動 な ど の 比 較 で 完 全 に 一 致 し た 。
Arenobufagin3-sulfate(ConjugateI)(55)の 単 離
Fg画 分(loOmg)を く り 返 し シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,SephadexLH-r20の
ゲ ル 濾 過 で 精 製 し,得 ら れ た 画 分 をMeOH一 ア セ ト ンか ら 再 結 晶 しconjugate皿(55)(3mg)
を 無 色 柱 状 晶 と し て 得 。mpl96-2010(decomp.).〔 α〕9且+72.90(c=α05,MeOH),濃




(55)(1mg)をH205m1に 溶 解,50%H,SO,でpH1に 調 整 後AcOEt5mlで 抽 出 。
一53一
AcOEt層 を370に12hr放 置 後5%NaHCQ3,H,Oで 洗 溢,無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後
silicagelHF2,4のpreparativeTLCで精 製 し無 色 油 状 物(22)を 得 。 標 品 のarenobufa-
gin(22)とMSス ペ ク トル,TI・C上 の 挙 動 な ど の 比 較 で 完 全 に 一 致 し た 。
Gamabufotalin3-・sulfate(ConjugateIV)(56)の 単 離
F1。画 分q50mg)を く り 返 し シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー,SephadexLH-20の
ゲ ル 濾 過 で 精 製 し,得 ら れ た 画 分 をMeOH一 ア セ トン で 処 理 しconj"gateW(56)(10mg)を
無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp146-1470.〔 α〕俘一8.3。(e=・O、09,MeOH).濃H2SO4発色 緑 。
IR・蓋 致 ・㎡':1・6・(SO・).NMR(1・ ・%CD・OD-CDC1・(1=・)溶 液)δ=・ ・75(・H,
s,18-CH3),1.06(3H,s,19-CHs),4.78(IH,m,3α 一H),6.28(IH,d,ノ=9Hz,
23-H),7.3⑪(1H,d,1=2Hz,21-■-H),7.88(1H,q,ノ=9,2Hz,22-H).
(56)(1mg)をH205mlに 溶 解 し,50%H,SO,でpH1に 調 整 後AcOEtsmlで 抽 出 。
AcOEt層 を37。 に12hr放 置 後5%NaHCOs,H,Oで 洗 糠,無 水Na,SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去
後silicagelHF拙 のpreparativeTLCで 精 製 し無 色 油 状 物(17)を 得 。 標 品 のgamabr-
fotalin(17)とMSス ペ ク トル,TLC上 の 挙 動 な どの 比 較 で 完 全 に 一 致 し た 。
ま た(56)(3mg)を ピ リ ジ ン1ml,Ac201mlで ア セ チ ル 化 。 常 法 通 り処 理 後 生 成 物 を
silicagelHF隅 を 用 い るpreparativeTLCに 付 す 。CHC1,-MeOH-H20(80:20:2.5)
で 展 開 し,RfO.4の 部 分 をCHCls-MeOH(4,:1)で 溶 出。MeOH-一 工 一 テル で 処 理 し無 色
　さ
無 晶 形 物 質(57)2mgを 得 。mp176-179。.〔 α〕D-12.5。(e=o、06,MeOH).NMR(0.5
%CD,OD-CDC13(114)溶 液)δ:0.78(3H,s,18-CH』),1.02(3H,s,19-CHs),
1.97(3H,ssllα 一 〇COOH3),4.78(1H,m,WY2=10Hz,3α 一H),4.94(1H,m,
WY2=20Hz,1119-H),6.30(1H,d,ノ=10Hz,23-H),7,29(1H,d,ノ=2、5Hz,
21-H),7.89(1H,q,ノ=10,2.5Hz,22-・H).
第1章 第5節 付 属 実 験
Sarmentogenin3_suberoylarginineester(Bufotoxin皿)(58)の 単 離
Chart22に し た が い,TLC上 のKedde反 応 お よ び各 画 分 のUVス ペ ク トル(butenolide環
Zmax217nm ,α 一pyrone環 λmax300nm)を 指 標 と し て 前 述 のF,画 分 を く り返 し シ リカゲ
ル 分 配 クロ マ トグ ラフ ィー に 付 し 溶 出 順 にFll,Fs2画分 を 得 た 。F11画 分(30mg)を くり返 しSep-
hadexLH-20の ゲ ル 濾 過 に 付 し た の ちMeOH-H20(2:1)を 溶 媒 系 と す る高 速 液 体 ク ロマ ト
グ ラ フ ィ ー(逆 相 系 カ ラ ム μ一BondapakCi8,WatersCo.,Ltd.,保 持 時 間7min,流 速
1m1/inin)で分 取 し,さ らにSephadexLH-20の ゲ ル 濾 過 に 付 し て 得 ら れ た 画 分 をMeOH一
工 一 テ ル で 処 理 しbuf・t・xin皿(58)(15mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp171-1730.
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〔・〕60+14・・.(e-・・11,M・OH).坂 口 反 応{+},ニ ン ヒ ドUン 反 応(一},K。dd,反 応1+)P濃
H2SO・ 発 色 緑 。Anal・Calcd・C・7H5,0,N,・H20:C ,61.64;H,8.39;N,7.77.Found:
C,6・ ・25;H,・・1・;N,z・4.UV唱 亀gH・m二217.NMR(2 .・%CD、OD溶 液)δ:・.89
(3H,・,18-CH・),1・ 。8(3H,・,19-CH、),2.90(1H,m,17・-H),3.70(1H,m,
11P『H),4・26(1H,msA・g-CH),5.06(1H,m,3・-H) ,5.90(IH,m,22-H).
Sarmentogenin3-suberoylarginineester(58)の 分 解 的 構 造 証 明
(58)10mgを13%MeOH-1%NaC112mlに 溶 解 しhogpancreastipase10mg
を 加 え て37。 に8hrイ ン キ ュ ベ ー ト,反 応 液 を 減 圧 濃 縮 後CH,C1,一 工 一 テ ル(1:1)で 抽 出 ,
さ ら に 常 法 通 りCH,N,で メ チ ル 化 しsi!icagelHF2,4のpreparativeTLCに 付 す 。 シ ク ロ
ヘ キ サ ン ー ア セ ト ン ー-CHC13(iO:3:3)で 展 開 し
,3Rfo.35の 部 分 をAcOEtで 溶 出。エー
テ ル よ り 再 結 晶 し 無 色 葉 状 晶(59)5mgを 得 。mpll5-ll6。 .〔 α 〕b6+2S.O。(・=0.08).




5・4(1H,m,WY2・=1。H・ ,3a-一H),5.85(1H,m,22-・'H).つ し・で く59)2mgを
MeOHo・5mlに 溶 解 し,10%HCIo・5m1を 加 え72hr室 温 放 置 。 反 応 液 を エ ー テル で 抽 出 し,
5%NaHCOs,H,Oで 洗 族,無 水Na,SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後silicagelHF2s,のprepa-
rativeTLCで 精 製 し 無 色 油 状 物(5)を 得 。 標 品 のsarmentogenin(5)とMSス ペ ク トル ,
TLC上 の 挙 動 な ど の 比 較 で 完 全tc-一致 した 。
Sarmentogenin3-pimeloylarginineester(Bufotoxin▼D(60)の 単 離
Fl2画分(15mg)を く り返 しSephadexLH-20の ゲ ル 濾 過 に 付 し ,得 られ た 画 分 をMeOH-一
工 一 テ ル で 処 理 しbilfotoxin通(60)(8mg)を 無 色 無 晶 形 物 質 と し て 得 。mp184-187。.
〔α〕bT+9.6。(e=o.15,MeOH).坂口 反 応 〔+},ニン ヒ ドリン反 応{一},Kedde反応(+し濃H,SO、




Sarmento9enin3・-Pimeloyiarginineester(60)の 分 解 的 構 造 証 明
(60)3mgを13%MeOH-1%NaCl4mtに 溶 解 しhogpancreaslipase3mgを 加
え て37。 に8hrイ ンキ ュ ベ ー ト,反 応 液 を 減 圧 濃 縮 後CH,C1,一 工 一 テ ル(1:1)で 抽 出,さ ら
に 常 法 通 りCH,N2で メ チ ル 化 しsilicagelHF2,,のpreparativeTLCに 付 す 。 シ ク ロヘ キ
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サ ン ー ア セ トン ーCHC1,(10:3:3)で 展 開 し,Rfo.3の 部 分 をAcOEtで 溶 出,溶 媒 留 去 後
無 色 油 状 物(61)を 得 。MSTp・fe=546(Mつ,175,157.NMR(0.4%CDCls溶 液)δ:
・.91(3H,、,18-CH,),1.09(3H,・,1卜CH,),2・88(1H,m,17・-H),3・67(3H,
s,-COOCH,),3.76(1H,m,W1/2=20Hz,11/θ 一H),4.86(2H,m,21-CH2),5.10
(1H,m,WA12=10Hz,3α 一H),5.86(1H,m,22-H).つ い で(61)をMeOHo.5ml
に 溶 解 し,10%HClo.5m1を 加 え72hr室 温 放 置 。 反 応 液 をエ ー テル で 抽 出 し,5%NaHCO3,
H20で 洗 諜,無 水Na,SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後silicagelHF2s4のpreparativeTLCて 精
製 し無 色 油 状 物(5)を 得 。 標 品 のsarmentogenin(5)とM3入 ペ ク トル,TLO上 の 挙 動 な ど
の 比 較 で 宇 全1「一 致 し た 。
第2章 第2節 付 属 実 験
Digitoxigenin3-succinoylglycirletert-butylester(64)
Digitoxigenin3-hemisuccinate(62)60mgとEtsNO.06mlを 無 水THF4m1に
溶 解 し,-5。 でethylchlorocarbonateO、03mlを加 え15min撹 伴 。 反 応 液 にTHFlmlに
溶 解 し たtert-butylglycinate50mgを 氷 冷 下,撹 拝 し な が ら30minに わ た り 少 量 ず つ
加 え,さ らに 室 温 で1hr撹 伴 。 反 応 液 を エ ー テ ル で 抽 出 し,エ ー テ ル 層 を5%HG1,H20で 洗 い
無 水Na2SO,で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 残 留 物 をsilicagelHF2s4のpreparativeTLGに 付 す 。
ベ ン ゼ ン ーAcOEt(1:1)で 展 開 し,Rfo.24の 部 分 をAcOEtで 溶 出,AcOEtまh再 結 晶







(62)50mgとp_nitrophenol20mgをAcOEt3miに 溶 解 し,氷 冷 下DGC20mg
を 加 え,室 温 で5hr撹 梓 。 沈 殿 し たdicycLohexylureaを 濾 別 しAcOEtで 洗 蔽 。 濾 液 お よ
び 洗 液 を 合 せ て 減 圧 濃 縮 し,silicagelHF,,,のpreparativeTLO`こ 付 す 。 ベ ン ゼ ン ー
AcOEt(4:1)で 展 開 し,RfO.5の 部 分 をAcOEtで 溶 出,MeOHよ り 再 結 晶 し,無 色 柱 状






d・ ノー1・H・ ・gN・ ・)…18(・H・d・ ノー1・H・ ・QN・ ・)・
HH
Digitoxigenin3-succinoylglycine(66)
(65)50mgを ピ リ ジ ン3mlに 溶 解 し,Gly・OH20mgの 水 溶 液2m1を 加 え ,室 温 で
16hr撹 拝 。40。 以 下 で 減 圧 留 去 後 残 留 物 をsilicage1100mgを 用 い るカ ラ ム ク ロ マ ト グ





1)(66)20mgをMeOHに 溶 解 し,CH,N2の エ ー テル 溶 液 を 加 え 室 温1hr放 置 。 常 法 に
従 っ て 処 理 後,MeOH一 工 一 テ ル よ り 再 結 晶 し,無 色 針 状 晶(67)20mgを 得 。mp156--15帆





ii)(64)と同 様 に(62)50mgとEt3NO,05m1を 無 水THF2mlに 溶 解 し,ethyl
chlorocarbonateO.025mlとmethylglycinate・HC140mgで 処 理 。 得 られ た 結 晶
性 物 質 をsilicagelHF2mのpreparativeTLCに 付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(1:1)で 展 開
し,Rfo.1の 部 分 をAcOEtで 溶 出,MeOH一 工 一 テル よ り 再 結 晶 し,無 色 針 状 晶(67)20
mgを 得 。mp156-157。.1)で 得 た も の と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
Digitoxigenin3-suberoy1-P-・-nitrophenylester(68)
Digitoxigenin3-hemisuberate(6b)20mgを(65)と 同 様 にAcOEt2m1に 溶 解
し,p-nitropheno110mgとDCC10mgで 処 理 す る。 得 られ た 結 晶 性 物 質 をsilicagel
HF… のpreparativeTLCに 付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(4:1)で 展 開 し,Rfα6の 部 分 を




(68)40mgを(66)と 同 様 に ピ リジ ン2m1に 溶 解 し,Gly・OH15mgの 水 溶 液1ml
一57一
で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagellOOmgを 用 い る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に 付 す。AcOEt







(68)30mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2mlに 溶 解 し,L-Ala・OHlOmgの 水 溶 液l
mlで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagel100mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。
AcOEt溶 出 画 分 をAcOEt一 工 一 テ ル で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(70)15mgを 得 。mp148-





(68)30mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2m亘 に 溶 解 し,L-Try・QH10mgの 水 溶 液1
mlで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicage1100mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。






(68)25mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2mlに 溶 解 し,L-Pro・OH20mgの 水 溶 液1ml
で 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicage1100mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。
AcOEt溶 出 画 分 をAcOEt一 工 一一テ ル で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(72)15mgを 得 。mp167-






(68)40mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2m1に 溶 解 し ,L-Asp・OH15mgの 水 溶 液1
m1で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagel100mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フィ ー に 付 す 。
AcOEt溶 出 画 分 よ り 無 色 無 晶 形 物 質(73)15mgを 得 ,精 製 す る こ と な くつ ぎ の 反 応1こ付 す 。
Digitoxigenin3-suberoyl--L・-asparticaciddimethylester(74)
(73)15mgを(67)と 同 様 にCH2N2で 常 法 通 り 処 理 。AcOEt一 工 一 テル よ り再 結 晶 し,無 色柱 状
晶(74)10mgを 得 。mp110-111兜 〔α〕言2+18.2。(・ニO.11).Anal.Calcd.C3,H"(恥N=
O,65.95;H,8.22;N,2.08.Found:C ,66.30;H,8」1;N,1,93.NMR(4%CDCIs




(68)70mgを(66)と 同 様 に ピ リジ ン9m1に 溶 解 し,D-Ala・OH30mgの 水 溶 液6ml
で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicage1800mgを 用 い る カ ラム ク ロ マ トグ ラ フィー に 付 ず 。CH2C1,-






(68)57mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン4m1に 溶 解 しD-Try・OH20mgの 水 溶 液2m1
で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagel500mgを 用 い る ガ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。
CH,C1,-AcOEt(1二3)溶 出 画 分 を ヘ キ サ ン で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(76)25mgを 得 。mp
　ラ





第2章 第3節 付 属 実 験
Digitoxigenin3--suberoylgtycy1-L・-phenylalanine(77)
(68)40mgを(66)と 同 様`こ ピ リジ ン2mllこ 溶 解 し,Gly-L-Phe・OH15mgの 水 溶 液
一59一
1mlで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicage1300mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付




C6H,一).精 製 す る こ と な くつ ぎ の 反 応 に 付 す 。
Digitoxigenin3・-suberoy191ycyt--L-phenytalaninemethylester(78)
(77)20mgをCH,N,で 常 法 通 り 処 理 。MeOH一 工 一 テ ル よ り 再 結 晶 し,無 色 柱 状 晶(78)







(68)30mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2mlに 溶 解 し,Gly-L-Pro・OH10mgの 水 溶
液1m1で 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicage1300mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に




22-H),6.60(IH,m,N-H).精 製 す る こ と な く つ ぎ の 反 応 に 付 す 。
Digitoxigenin3--suberoytglycyl-L--prolinemethylester(80)
(79)20mgをCH2N,で 常 法 通 り 処 理 。AcOEt一 工 一 テ ル よ り 再 結 晶 し,無 色 柱 状 晶(80)







(68)30mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2mlに 溶 解 し,(Gly》 ・OHIOmgの 水 溶 液1
一60一
m且 で 処 理 。 精 製 す る こ と な くつ ぎ の 反 応 に 付 す 。
Digitoxigenin3-suberoylglycy1-91ycyt-glycinemethytester(82)
(81)30mgをCH2N,で 常 法 通 り 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagelHF2s4のprepara--
tiveTLCに 付 す 。AcOEt-MeOH(9:1)で 展 開 し,Rfo.08の 部 分 をAcOEtで 溶 出,




(69)84mgを(65)と 同 様AcOEt15mllこ 溶 解 し,p_nitropheno175mgとDCC
75mgで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicageiHF,.のpreparativeT■Cに 付 す 。 ベ ン ゼ
ン ーAcOEt(1:1)で 展 開 し ,Rf(TL一 皿1:0.65)の 部 分 をAcOEtで 溶 出,黄 色 油 状 物(83)
14mgを 得 。NMR(5%CDCI3溶 液)δ=0.88(3H,s,18-CH,),0.96(3H ,s,19-
CH3).4.35(2H,d,∫=6Hz,-NHCL!12CO-),4.92(2H,m,2]-CH2),5,10(1H ,m,
3a-H)・5・91(IH・m,22-H)・64・(1H・m・N-H)…95(・H・d,ノ ー ・H・・gN・ ・)・
・・17(・H・d・ ノー ・H・ ・-Q-N・ ・)・ 旦
量
Digitoxigenin3-・suberoylglycyl-glycine(84)
(68)30mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2mlに 溶 解 し,(Gly),・OH10mgの 水 溶 液1
mlで 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagel300mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー-fζ付 す 。
AcOEt溶 出 画 分 をAcOEt一 工 一 テ ル で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(84)15mgを 得 。mp81-83。.
精 製 す る こ と な く つ ぎ の 反 応 に 付 す 。
Digitoxigenin3--suberoylgtycy1-glycinemethylester(85)
D(84)20mgをCH,N,で 常 法 通 り 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 を ア セ ト ンよ り 再 結 晶 し,無色 針
状 晶(85)15mgを 得 。mpl66-167。.〔 α〕B4-s.7。(e=O.09).Anal.Calcd.C3eHs4C』N2;
C,65.63;H,826;N,4.25.Found:G,65.45;H,8.41;N,4.36.NMR(4%CDC13
溶 液)δ:0.87(3H,s,三8-CH3),o.95(3H,s,19-CH3),3.72(3H,s,-COOCH3),
4.00(4H,m,(-NHq旦2CO-)2) ,4、85(2H,m,21-CH,),5.05(1H,m,3α 一 H),
5.85(IH,m,22-H),6.35(1H,m,N-H),6.70(1H,m,N-H).
1D(83)14mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2mlに 溶 解 し,Gly・OH7mgの 水 溶 液1mI
で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagel300mgを 用 い るカ ラム クロ マ トグ ラ フ ィーに 付 す 。AcOEt
溶 出 画 分 をCH,N,で 常 法 通 り処 理,ア セ ト ン よ り 再 結 晶 し,無 色 針 状 晶(85)4mgを 得 。mp
165.5-167。.Dで 得 た も の と 混 融 し融 点 降 下 を 認 め ず 。
一61一
Digitoxigenin3-suberoy1--L--prolineP-nitrophenytester(86)
(72)50mgを(65)と 同 様 にAcOEt2mlに 溶 解 し,p_nitropheno120mgとDCG
20mgで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF篇 のpreparativeTLCに 付 す 。 ベ ン ゼ ン
ーAcOEt(1;1)で 展 開 し
,Rf(TL-1二 α25)の 部 分 をAcOEtで 溶 出 。 溶 媒 留 去 後 黄 色 油
状 物(86)30mgを 得 。NMR(4%CDCl3溶 液)δ:0.87(3H,s,18-CH3),O.95(3H,
s,19-CH,),3.65(2H,m,Pro-5-CH2),4.60(1H,m,Pro-2-H),4、90(2H,m,
21-CH2),5.10(1H,m,3α 一H),5.90(IH,m,22-H),7.35(2H,d,ノ=9Hz,
9N・ ・)…25(・H・d・ ノー ・H・ ・Q-N・ ・)・
HH
Digitoxigenin3--suberoyl-】b--prolyl-glycine(87)
D(86)61mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン6mlに 溶 解 し,G且y・OH30mgの 水 溶 液1ml
で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicage1800mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。






ii)(68)30mgを(66)と 同 様 に ピ リジ ン2mlに 溶 解 し,L-Pro-Gly・OH25)10mgの 水
溶 液1m1で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagel200mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーに
付 す 。AcOEt溶 出 画 分 を ヘ キ サ ンで 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(87)20mgを 得 。Dで 得 た も の
とIRス ペ ク トル は 完 全 に 一 致 し た 。
Digitoxigenin3-suberey1-L-prolyl--L-proline(88)
(86)39mgを(66)と 同 様 に ピ リジ ン6mlに 溶 解 し,L-Pro・OH30mgのMeOH溶
液2mlで 処 理 。 得 られ た油 状 物 をsilicagel500mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に
付 す 。AcOEt溶 出 画 分 を ヘ キ サ ンで 処 理 し無 色 無 晶 形 物 質(88)18mgを 得 。mp110-117見
しり








(86)80mgを(66)と 同 様 に ピ リジ ン2miに 溶 解 し,Gly-L-Phe・OH40mgの 水 溶 液
2mlで 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagel500mgを 用 い る カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に 付
す 。AcOEt-MeOH(4:1)溶 出 画 分 をAcOEtで 処 理 し無 色 無 晶 形 物 質(89)40mgを 得 。







L-Pro・OH40mgをEtsNO.6m1,H,05.4ml,ジ オ キ サ ン8.6m1`こ溶 解 し,撹 梓 し
な が ら ドラ イ ア イ ス を 加 えpH8に 調 整 後,(68)135mgを 加 え 室 温4hr撹 梓 。 反 応 液 を
INHClで 酸 性 に しAcOEtで 抽 出。AcOEt層 を 水 洗,無 水Na,SO4で 乾 燥 。 溶 媒 留 去 後 残
留 物 をsilicagel500mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。AcOEt溶 出 画 分 を
AcOE1一 工 一 テル よ り再 結 晶 し,無 色 柱 状 晶(72)87mgを 得 。mp165-167。.第2章 第
2節 で 得 た(72)と 混 融 し 融 点 降 下 を 認 め ず,ま たIRス ペ ク トル は 完 全 に 一一致 し た 。
Digitoxigenin3-suberoyl--L-seryl--L-proline(90)
L-Ser-L-Pro・OHM)15mgをEtsNO.02ml,H200.5ml,ジ オ キ サ ンO.5m1に 溶
解 し,撹 伴 し な が ら ド ラ イ ア イ ス を 加 えpH8に 調 整 後(68)40mgを 加 え,(72)と 同 様 に
処 理 す る 。 得 られ た 油 状 物 をsilicage1300mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー-eC付す 。
AcOEt-MeOH(10:1)溶 出 画 分 をCH,C12-一工 一 テ ル で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(90)30
mgを 得 。mp180-182。 、NMR(4%GDCIs溶 液)δ:O.87(3H,s,18-CH3),0.97
(3H,sJ19-CHs),3・75(4H,m,Pro-5-CH2andSer-q旦20H),4・50(1H,m,
Pro-2-H),4.70(2H,m,21-CH2),5.05(1H,mJ3α 一H),5.85(1H,m,22-H)。
精 製す る こ と な く つ ぎ の 反 応 に 付 す 。
Digitoxigenin3-suberoyl--L--seryI--L-prolinemethylester
(91)
(90)30mgをCH,N2で 常 法 通 り 処 理 。MeOH一 工 一 テ ル よ り 再 結 晶 し,無 色 柱 状 晶(91♪








(Gly)4・OH60mgをEt,NO.06ml,H200.6ml,ジ オ キ サ ンO.9m1に 溶 解 し,撹 拝
し な が ら ドラ イ ア イ ス を 加 えpH8に 調 整 後,(68)120mgを 加 え,室 温 で20hr撹 伴 。 反
応 液 を1NHClで 酸 性 に し 沈 殿 物 を 濾 取 。 水 で 洗 糠 後 無 色 無 晶 形 物 質(92)88mgを 得 。mp
220-225。(decomp.).精 製 す る こ と な く つ ぎ の 反 応 に 付 す 。
Digitoxigenin3-suberoylgtycyt-gtycy1-glycyl-glycinemethyl
ester(93)
(92)40mgをCH2C1,-MeOH(215)35mlに 溶 解 し,CH2N,の エ ー テル 溶 液 を 加 え 室
温 で5hr撹 拝 。 溶 媒 減 圧 留 去 後 残 留 物 をsi!icage1400mgを 用 い るカ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィー
`こ付 す 。CHCls-MeOH(1:1)の 溶 出 画 分 を さ らにSephadexLH-20を 用 い る ゲ ル 濾 過 に
付 す 。CHC1,-MeOHで 溶 出 し無 色 無 晶 形 物 質(93)30mgを 得 。mp223-226。(decomp.).








(77)130mgを(65)と 同 様`こAcOEt20mlに 溶 解 し,p-nitropheno150mgとDCC
50mgで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF脳 のpreparativeT正Cに 付 す 。 ベ ン ゼ ン
ーAcOEt(317)で 展 開 し
,Rf(TL-il二 〇.29)の 部 分 をAcOEtで 溶 出,黄 色 油 状 物(94)
95mgを 得 。NMR(5%CDCl3溶 液)δ 二〇・88(3H,s,18-CH,),0・96(3H,s,19-CH,),
3.21(2H,d,ノ=6Hz,PhCH2-),3.92(2H,m,-NHC旦2CO-),4.90(2H,m,21-CH2),
5、08(1H,m,3α 一H),5.88(1H,m,22-H),6.55(1H,mtN-H),680(IH,m,N≒H),
725(・H・m・G・H・∵ ζ}N・ ・)・818(・H・d・ノー・H・,QN・ ・)・
HH
Digitoxigenin3-suberoylglycy1-L--phenylalanyl-L-serine(95)
L-Ser・OH20mgをEt,NO.03ml,H200.3m1,ジ オ キ サ ン0.5m1に 溶 解 し,撹 拝 し
一64-一
な が ら ドラ イ ア イ ス を 加 えpH8に 調 整 後(94)53mgを 加 え,(72)と 同 様 に 処 理 。 得 ら れ
た 油 状 物 をsilicage1400mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付す 。 アセ トンーMeOH
(10:1)溶 出 画 分 を ヘ キ サ ンで 処 理 し無 色 無 晶 形 物 質(95)26mgを 得 。mp85-89『 精 製
す る こ と な く つ ぎ の 反 応 に 付 す 。
Digitoxigenin3--suberoylglycyl--L-phenytatanyt・-L-serineme-
thylester(96)
(95)17mgをCH2N,で 常 法 通 り 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagelHF,Mのprepara-
tiveTLCに 付 す 。AcOEtで 展 開 し,Rf(TL一 皿:0.15)の 部 分 をAcOEtで 溶 出,無 色 無 晶







L-Pro・OH107mgをEt3NO,24ml,H202.2m1,ジ オ キ サ ン3.5m1に 溶 解 し,撹 拝 し
な が ら ド ラ イ ア イ ス を 加 えpH8に 調 整 後(86)79mgを 加 え,(72)と 同 様 に 処 理 。 得 ら れ
た 油 状 物 をsilicagel500mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ 一ー一ic付す 。AcOEt溶 出 画
分 を ヘ キ サ ン で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(88)43mgを 得 。
Digitoxigenin3--suberoyl-L-proly1-L-proline、p-nitrophe-
nylester(917)
(88)43mgを(65)と 同 様 にAcOEt4mlに 溶 解 し,p-nitrophenel28mgとDCC
25mgで 処 理 す る 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF2s4のpreparativeTLGに 付 す 。AcOEt
で 展 開 し,Rf(TL一 皿;0」0)の 部 分 をAcOEtで 溶 出 。 黄 色 油 状 物 質(97)36mgを 得 。NMR
(5%CDC13溶 液)δ=O.88(3H,s,1s-CH3),O・96(3H,s,19-CH3),3.60(4H,m,
Pro-5-CH2and-5t-CH2),4.65(2H,m,Pro--2-Hand-2t-H),4.90(2H,m,21-
CH・)…1・(IH・m,・a-H)・5…(1H・m・22-H)・ ・…(・Hd・ ノー ・H・・9-N・ ・)・




Gly-L-Phe・OH50mgをEt,NO.11ml,H201ml,ジ オ キ サ ン1,6mliこ溶 解 し,撹
一65一
伴 し な が ら ドラ ィ ア ィ スを 加 えpH8に 調 整 後(97)36mgを 加 え,(72)と 同 様 に 処 理 。 得
られ た 油 状 物 をsilicagel400mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー に 付 す 。AcOEt-MeOH
(1=1)溶 出 画 分 を さ ら にSephadexLH-20を 用 い る ゲ ル 濾 過 に 付 す 。MeOH溶 出物 を ヘ キ






第2章 第4節 付属 実験
Digitoxigenin3'・-suberoyl-L--argininehydrochloride(gg)
(68)40mgを(66)と 同 様 に ピ リジ ン2mlに 溶 解 し,L-Arg・OH・HCll5mgの 水
溶 液lmlで 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsilicagel500mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
に 付 す 。AcOEt-MeOH溶 出 画 分 をMeOH一 ア セ トン で 処 理 し無 色 無 晶 形 物 質(99)15mgを
ロア
得 。mplo9-lll。.〔 α〕D+15.0。(o=O.10,MeOH).Anal.Calcd.C,,H5sOsN4・HCI・
・H,OIC,5852.;H,8.・ ・;N,・38.F・und;G,・8.42;H,827;N,・ 、19.IR・ 肱 ・㎡1:
3280(OH,NH),1730(C;O),1665,1625(monosubstitutedguarlidineC=N).
Digitoxigenin3-suberoy1--L--argininehydrochloride(99)の ピ リ
ミ ジ ン 誘 導 体(100)へ の 変 換
(99)50mgをacetylacetone一 飽 和KHCO3-MeOH(2=1:1)3mlに 溶 解 し40。 に16
hr放 置 。 反 応 液 をCHCi3で 抽 出,溶 媒 減 圧 濃 縮 後 残 留 物 をMeOHlmlに 溶 解,CH,N,で 常
法 通 り 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF蹴 のpreparativeTLCに 付 す 。AcOEtで 展






(68)93mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン10mlに 溶 解 し,L-Arg-L-Pro・OH・AcOH
60mgの 水 溶 液5mlで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagel500mgを 用 い るカ ラ ム ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に 付 す 。AcOEtrMeOH(1:1)溶 出 画 分 を さ ら にSephadexLH-20を 用 い る ゲ'
一66一







の ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体(102)へ の 変 換
(101)42mgを(100)と 同 様 にacetylacetone一 飽 和KHCO,-MeOH(2;1:1)2ml
に 溶 解 し37。 に72hr放 置 。 反 応 液 のCH,C1,抽 出 物 をMeOH2mlに 溶 解 し
,GH2N,で 常 法
通 り 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF2s4のpreparativeTLCに 付 す 。AcOEtで 展 開
し,RfOrlの 部 分 をAcOEtで 溶 出 。 溶 媒 留 去 後 残 留 物 を さ ら にSephadexLH-20を 用 い る
ゲ ル 濾 過 に 付 す 。MeOH溶 出 画 分 を ヘ キ サ ン で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(102)17mgを 得 。mp
8・-85..〔 ・〕be-21.・.(・ 一 ・1・).A・ ・1.C・1・d.G。,H,10、N,二C ,66.87;H,83・;








(68)40mgを(66)と 同 様 に ピ リ ジ ン2mlに 溶 解 し,L-Arg-L-Arg・OH・2AcOH
40mgの 水 溶 液1m1で 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicage1500mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に 付 す 。MeOH-AcOH-H,O(3;1:1)溶 出 画 分 を さ ら にSephadexM-20
を 用 い る ゲ ル 濾 過 に 付 す 。MeOH溶 出 画 分 をMeOH一 工 一 テ ル で 処 理 し 無 色 無 晶 形 物 質(103)ロ





の ピ リ ミ ジ ン 誘 導 体(104)へ の 変 換
一67一
(103)60mgを(loO)と 同 様 にacetyiacetone一飽 和KHCO3-MeOH(2:1:1)5.5
mlに 溶 解 し37。Ce72hr放 置 。 反 応 液 のCHCI3抽 出 物 をMeOH2mlに 溶 解 し,CH,N2で 常
法 通 り 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF2s4のpreparativeTLCに 付 す 。AcOEt-
MeOH(2011)で 展 開 し,RfO.1の 部 分 をAcOEt-MeOH(1G:1)で 溶 出,MeOH一 工 一 テ
　さ








Resibufogenin3-hemisuberate(105)50mgを(65)と 同 様 にAcOEtlmllζ 溶
解 し,p_nitropheno120mgとDCC10mgで 処 理 。 得 ら れ た 油 状 物 をsilicagelHF2s4
のpreparativeTLCに 付 す 。 ベ ン ゼ ン ーAcOEt(4;1)で 展 開 し,Rfo.54の 部 分 をAcOEt
で 溶 出,ア セ ト ン ーMeOHよ り 再 結 晶 し,無 色 柱 状 晶(106)30mgを 得 。mp97-98。.
〔・ 〕b7+6、3・(e-・.16).A・ ・d.G・1。d.C,、H.,O、N:C,68.96;a7ユ6;N,z・2.F。und:
G,6863;H,7.34;N,2.18.NMR(4%CDCI3溶 液)δ:0.78(3H,s ,18-CH3),0.99
(3H,s,19一 一CH3),3.57(IH,s,15α 一H),5.10(1H,m,3α 一H),6.23(IH,d,Jニ
1:繋∴ ∵盟 ∵巨ll』:罷∵臨∵ ぷ 乙謡}陶'
旦
Resibufogenin3-suberoy1-L--argininehydrochloride(107)
(106)50mgを(66)と 同 様`こ ピ リジ ン2m1に 溶 解 し,L-Arg・OH・HCllOmgの 水
溶 液1m1で 処 理 。 得 られ た 油 状 物 をsiiicagel600mgを 用 い る カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー
に 付 す 。AcOEt-MeOH(4二1)溶 出 画 分 をMeOH-AcOEtで 処 理 し無 色 無 晶 形 物 質(107)
　ア
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